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Uber die diagnostische Bedeutung der Entmischungs- 
und Fallungsformen bei Vitalfarbung von Pflanzenzellen 


Von 
Helmut Kinzel und Erika Bolay 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 16. Januar 1961) 


Einleitung 


In den Untersuchungen iiber Vitalfarbung von pflanzlichen Zellsaften 
werden seit Héf ler (1947) die sogenannten .leeren* Zellsafte, die basische 
Farbstoffe nur auf Grund ihrer Aciditaét als Ionen speichern, von den 
»vollen“ Zellsiften unterschieden, die bestimmte Speicherstoffe besitzen, 
welche sich mit basischen Farbstoffen mehr oder weniger fest chemisch ver- 
binden kénnen. Der Ausdruck ,Speicherstoffe* darf nicht dahin mifver- 
standen werden, als seien damit die Reservestoffe der betreffenden Zellen 
gemeint, sondern es handelt sich um Substanzen, die sich im Vitalfarbe- 
versuch dadurch zu erkennen geben, daf sie den eindringenden basischen 
Farbstoff chemisch binden und so zu seiner Speicherung fiihren. Die chemi- 
sche Natur dieser Substanzen war zunachst noch nicht bekannt. Nachdem 
Hartel (1951) und Kinzel (1958) die ersten Anhaltspunkte zur Lésung 
dieses Problems geliefert hatten, klarte Bolay (1960) in eingehenden 
histochemischen Untersuchungen dasselbe weitgehend auf: Die fiir die 
.volle* Natureines Zellsaftes verantwortlichen Stoffe 
gehéren samtlich in die Flavon-Gerbstoff-Gruppe. 

Uber diese allgemeine Feststellung hinaus konnte die genannte Ver- 
fasserin auf Grund des Farbebildes noch nahere Angaben iiber die in, einer 
bestimmten Zelle vorhandenen Inhaltsstoffe machen. Es ist ja bekannt, da 
bei vollen! Zellsaiften die Farbstoffspeicherung sehr oft nicht diffus erfolgt. 
sondern in Form von Entmischungstropfen, Kriimeln oder Kristallen. Schon 


1 Der Terminus ,,volle Zellsifte* ist hier in einem erweiterten Sinne gebraucht. 
Hoéfler (1947) verstand darunter zunachst nur die mit Akridinorange griin 
fluoreszierenden Zellséfte (vgl. dazu H6fler und Schindler 1955, S. 174). 
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der erste Vitalfirber, Pfeffer (1886), hat die meisten dieser Formen ge- 
sehen. Cholnoky und Héfler (1950, S. 174) geben eine schéne Uber- 
sicht iiber die bis dahin bekannten Erscheinungen. Danach kann eine Farb- 
stoffspeicherung in vollen Zellsaften erfolgen ,,1. durch Bildung unléslicher, 
fester Niederschlaige, z. B. Kriimelbildung in gerbstoffhaltigen Vakuolen, 
2. unter Bildung gefarbter Trépfchen, die anfangs BMB zeigen und oft 
durch Beriihrung zu gréReren Kugeln, den sogenannten Entmischungs- 
kugeln, zusammenflieRen, 3. unter kristallinischer Ausfallung, 4. durch Lés- 
lichkeitsspeicherung, wobei die gefarbten Reaktionsprodukte gelést und 
diffus im Vakuom verteilt bleiben.“ (Vergleiche dazu auch die zusammen- 
fassenden Darstellungen von Strugger 1949 und Drawert 1956.) 

Bola y (1960) hat nun so vielfaltige Erscheinungen beobachtet, daB eine 
weitere Differenzierung der Terminologie notwendig wurde. Es werden 
danach solche Entmischungen, die ihren fliissigen Charakter laingere Zeit 
hindurch beibehalten und daher, wenn sie in einer Zelle in der Mehrzahl 
entstehen, zu grofen Kugeln zusammenflieBen kénnen, wie bisher E n t- 
mischungskugeln genannt (vgl. Abb. 3, S. 186). Bleibt infolge von all- 
mahlicher Verfestigung das ZusammenflieBen auf halbem Wege stehen, dann 
werden die entstehenden unregelmaBigen Gebilde .Verschmelzungs- 
produkte* genannt (vgl. Abb. 4). In anderen Fallen werden die zunichst 
ebenfalls in Trépfchenform auftretenden Entmischungen ziemlich schnell 
fest und kénnen dann nicht zusammenflieBen, sondern nur untereinander 
verkleben. Es entstehen ,.Dendriten* (Abb. 5). SchlieBlich kénnen auch 
feinflockige Fallungen, sogenannte ..K riimel* (Abb. 7), entstehen, die sich 
nur bei starker VergréBerung als aus winzigen isodiametrischen Partikel- 
chen zusammengesetzt erweisen. 

Es zeigte sich nun bei den Untersuchungen von Bola y (1960), daB die- 
jenigen Zellsafte, die nach den histochemischen Reaktionen flavonhaltig 
und gerbstofffrei waren, bei Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen vor 
allem Entmischungskugeln oder Kristalle zeigten, wahrend die gerbstoff- 
haltigen Zellsafte mehr zur Bildung von Dendriten oder Kriimeln neigten. 
Die darauf aufgebaute Unterscheidungsméglichkeit hatte jedoch cinen 
Schénheitsfehler: sowohl unter den gerbstofffreien als auch unter den gerb- 
stoffhaltigen Zellsaften gibt es solche, die die Farbstoffe auch nach langen 
Farbezeiten nur diffus speichern und keine Neigung zur Bildung von Ent- 
mischungen oder Fallungen zeigen. Unter den gerbstofffreien Objekten 
zeigten viele dieses Verhalten, unter den gerbstoffhaltigen jedoch nur eine 
kleine markante Gruppe, naimlich die Gerbstoff-[dioblasten (Abb. 1), die 
sich in der Epidermis oder im Mesophyll von verschiedenen Sedum-Arien, 
von Anagallis und einigen anderen Pflanzen vorfinden (vgl. Z 6 t t 1 1960 und 
Bolay 1960, Tabelle 6). Diese Zellsifte geben im histochemischen Ver- 
such besonders kraftige Gerbstoffreaktion, im Vitalfarbeversuch aber nur 
intensive Diffusfarbung. 

Schon auf Grund der in der genannten Arbeit beschriebenen Versuche 
war indessen zu vermuten, daft diese Diffusfarbung ihrem Wesen nach 
etwas anderes ist als die Diffusfarbung der flavonhaltigen Zellsafte: Nach 
Einwirkung von Acridinorange fluoreszieren die Gerbstoffidioblasten oft 
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nicht griin, wie dies fiir die vollen Zellsafte die Regel ist, sondern in einem 
stumpfen braunlich-rétlichhen Ton. Da nun die in anderen Zellsaften mit 
Acridinorange auftretenden Entmischungsformen ebenfalls rot fluoreszieren., 
so lag folgende Annahme nahe: die diffuse Anfarbung der Gerbstoffidio- 
blasten beruht nicht darauf, 
da mit den betreffenden In- 
haltsstoffen keine Farbstoff- 
fallung méglichist,sondernim 
Gegenteil auf einer so raschen 
Ausfallung. daft der ent- 
stehende Niederschlagim sub- 
mikroskopisch-kolloidalen 
Bereich bleibt. Das Kolloidal- 
bleiben oder das nachtrag- 
liche Kolloidalwerden von 
Fallungen tritt ja besonders 
bei sehr schwerléslichen Ver- 
bindungen, wie etwa Schwer- 
metallsulfiden oder AgCl. 
haufig auf. wie jeder weil. 
der sich schon mit analyti- 
scher Chemie beschiaftigt hat. 
Es bestand in dieser Si- 
tuation das Bediirfnis. wei- 
tere Versuche durchzufiihren 
mit dem Ziel. die vorgetra- 
gene Hypothese zu stirken 
oder zu entkriften. Als ein st 53 
brauchbarer Weg dazu er- Abb. 1. Sedum maximum, Blatt, Oberepidermis. 
wies sich das Studium der Gerbstoff-Idioblasten elektiv angefarbt. (Aus 
Verinderungen. welche die Zéttl 1960.) 
Entmischungsformen  erfah- 
ren. wenn der pH-Wert des Zellsaftes verandert wird. Letzeres ist zum 
Beispiel leicht durch Einwirkung von Ammoniak zu erreichen. Uber die 
krgebnisse dieser Versuche. die von der zweitgenannten Verfasserin durch- 
cefiihrt wurden. wird im folgenden berichtet. 


Material und Methodik 


Als Objekte fiir die im folgenden angegebenen Untersuchungen dienten 
im wesentlichen die gleichen Freilandpflanzen, die schon friiher tabellarisch 
erfaBt und auf ihre .Speicherstoffe* hin untersucht worden waren (Bolay 
1960). Es handelte sich dabei also um Pflanzen aus den Gebieten eoziner 
Sandsteine des Wienerwaldes, aus den alluvialen Aufschiittungen der 
Donauauen sowie um Pflanzen der Hainburger Berge (Jurakalke, kristalline 
Schiefer) und der Ganserndorfer Heide (diluviale Schotter). Einige der 
Objekte stammten aus dem botanischen Garten der Universitat Wien. Die 
zu den Versuchen verwendeten Gewebeschnitte wurden nochmals genaie- 
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stens auf ihre Speicherstoffe hin gepriift, da ja die Menge eines Inhalts- 
stoffes, vielleicht aber auch sein Vorhandensein iiberhaupt, wohl zum Teil 
standortsbedingt ist und daneben wahrscheinlich noch vom Entwicklungs- 
zustand der Pflanze sowie von der Jahreszeit beeinfluft wird. 

In der Regel wurden die in phosphatgepufferten Farblésungen gefarbten 
Schnitte (meist Blatt-Oberepidermen) nachtraglich der Wirkung von NH, 
ausgesetzt. Diese Base durchdringt — wie seit de Vries 1871 bekannt — 
leicht das lebende Protoplasma und veranderi den pH-Wert des Zellsaftes. 
Die Behandlung mit NH, geschah in verschiedener Weise: entweder wur- 
den die Schnitte auf einem Objekttrager den Dampfen einer konzentrier- 
ten Ammoniaklésung ausgesetzt oder eine n/100 Ammoniaklésung wurde 
durch das Praparat gesaugt. Gelegentlich wurde auch mit NH,-haltigen 
Farblésungen gefarbt. 

An Farbstoffen wurden verwendet: die basischen Farbstoffe Neutralrot, 
Brillantcresylblau, Toluidinblau und Acridinorange sowie der gleichfalls 
basische, aber im physiologischen pH-Bereich undissoziierte Farbstoff Roda- 
min B. Die in einer Konzentration 1 :1000 hergestellten Stammlésungen 
wurden — je nach dem Versuchsziel — mit Leitungswasser, mit destilliertem 
Wasser und Phosphatpufferlésung oder mit n/100 bzw. n/200 NH, auf eine 
Konzentration von 1 : 10.000 verdiinnt. In diesen Farblésungen verblieben 
die Schnitte bis zu 4 Stunden, im Dauerversuch bis zu 24 Stunden. 

Die Mikrophotographien wurden zumeist von Doz. Dr. W. Url her- 
gestellt, dem hierfiir herzlich gedankt sei. 


Versuchsergebnisse 


A. Entmischungsversuche mit Ammoniakan 
gerbstofffreien Pflanzen 


Um kurz zu zeigen, in welcher Weise die Versuche durchgefiihrt wur- 
den, seien einige Protokolle wiedergegeben. Zunachst sind einige Falle von 
Bedeutung, bei denen es zur Entmischung von Diffusfarbun- 
gen kam, wenn man die bereits gefarbten Schnitte auf dem Objekttrager 
wenige Sekunden lang den Ammoniakdampfen aussetzte. 

1. Von Muscari comosum wurden Schnitte der Blattoberseite zur Unter- 
suchung verwendet. Auf Grund der Gerbstoffreaktionen mit Coffein, 
Eisenchlorid und anderen Gerbstoffreagenzien und deren negativem Ver- 
lauf war ein Gerbstoffgehalt der Zellen auszuschlieBen. Dagegen verlief 
die Reaktion auf Flavonderivate mit Ammoniak nach Molisch (1923) 
unter lebhafter Gelbfarbung, also positiv. Die Zellen der Blattoberepider- 
mis wurden nun folgenden Farbungen unterworfen: 

a) Mit Neutralrot erhalt man nach eineinhalb Stunden Farbedauer 
nur Diffusfarbung in allen Epidermiszellen. Laft man Ammoniak ganz 
kurz auf das Praparat einwirken, indem man den Objekttrager iiber eine 
Ammoniakflasche halt, so fallen in den Zellen sehr viele kleine Kiigelchen 
aus, die dann zu gréReren und endlich zu recht schénen, grofen Eni- 
mischungskugeln zusammenfliefen. Laft man die Ammoniakdampfe nur 
einige Sekunden linger einwirken, so setzt eine Kristallisation von den 
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Kugeln aus ein. Dies konnte man 6fter auch bei anderen Objekten beob- 
achten, so bei Anthyllis vulneraria, Colchicum autumnale und Platanthera 
bifolia. Durch den in die Vakuolen eindringenden Ammoniak wird die 
Reaktion in vorher sauren Zellsaften nach der alkalischen Seite verschoben. 
Es war nun interessant, zu versuchen, was geschehen wiirde, wenn man 
einem durch Ammoniak zur Kugelbildung angeregten Objekt eine saure 
Pufferlésung zusetzte. Dadurch muf ja der Ammoniak zu rascher Ab- 
diffusion aus den Zellen gezwungen werden. Es wurde ein Puffer pH 2,0 
durch das Priparat gesaugt. Darauf zeigte sich, daft die Kugeln verschwin- 
den und die Zellen nur diffus gefarbt erscheinen. Bei erneuter Einwirkung 
von Ammoniakdimpfen kann man wieder ein Ausfallen von Kiigelchen 
erreichen, die sich zu gréBeren und grofen Kugeln vereinigen. Setzt man 
nochmals saure Pufferlésung zu, so lésen sich die Kugeln zu Diffusfarbung 
auf usw. 

b) Auch mit Brillantcresylblau erzielt man nach zweistiindiger 
Behandlung nur Diffusfarbung. Bei kurzer Einwirkung von Ammoniak- 
dimpfen schlagt diese von Blaugriin nach Griin um und es beginnen kleine 
Kiigelchen auszufallen, die zu gréReren zusammenflieBen. Diese grofen 
Kugeln sind dann, wie alle Entmischungskugeln, viel dunkler gefarbt als 
der sie umgebende Zellsaft, der einen diffusen Schimmer aber nicht ganz 
verliert. Mit einer sauren Pufferlésung kann man ein Verschwinden der 
Kugeln und erneutes Auftreten der kraftigen Diffusfarbung bewirxen. 

c) Mit Toluidinblau sind ebenfalls nach zwei Stunden die Vakuo- 
len nur diffus gefarbt. Durch NH, wird wieder kugelige Entmischung her- 
vorgerufen. Ein Auskristallisieren des Farbstoffes wie bei Neutralrot er- 
folgte hier selbst bei 15 Minuten wahrender Behandlung mit Ammoniak- 
dampfen nicht. 

d) Mit Acridinorange sind nach zweieinhalb Stunden Farbezeit 
in einigen randnahen Zellen fluoreszenzmikroskopisch schon dunkelrote 
Kugeln zu sehen, im wesentlichen aber fluoreszieren die Zellen gelbgriin, 
zum Rande hin olivgriin mit rétlichem Stich. LaBt man Ammoniakdimpfe 
auf den Schnitt einwirken, so verschwindet die gelbgriine Fluoreszenz, es 
fallen im Hellfeld dunkelgelbe, im UV dunkelbraunrote Kugeln aus, In 
den Zellen der Schnittmitte entstehen zunachst keine Kugeln, sondern selt- 
sam verzweigte Verschmelzungsprodukte, die sich aber im Laufe der Zeit 
ebenfalls zu Kugeln abrunden. Die Fluoreszenz ist auRerhalb der Ent- 
mischungen nur mehr ganz schwach dunkelgriin. Saugt man Puffer pH 2.0 
durch das Priiparat, so verschwinden die Kugeln und es tritt wieder schéne 
gelbgriine, am Rand olivrétliche Fluoreszenz auf. 

Es muB erwahnt werden, daf zur Auslésung dieses Effektes nicht unbe- 
dingt eine so stark saure Pufferlésung nétig ist. Eine Lésung vom pH 4,8 
fiihrt zum gleichen Ergebnis, wenn auch erst nach langerer Zeit. Es gibt 
sogar Objekte. bei denen ein einfaches Ubertragen des Schnittes in dest. 
Wasser geniigt, wie z. B. Phyteuma orbiculare. Hier ergibt die durch 
Acridinorange pH 11,2 entstandene Diffusfarbung mit Ammoniak kleinste 
rote Kiigelchen, die sich nach Ubertragen des Schnities in dest. Wasser 
auflésen und bei neuerlicher Ammoniakbehandlung wieder ausfallen. 
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Der im physiologischen pH-Bereich undissoziierte Farbstoff Roda- 
min B verhalt sich abweichend (siehe spater unter 3). 

2. Phyteuma spicatum schien uns deshalb erwahnenswert, weil bei die- 
sem ebenfalls ganz gerbstofffreien Objekt durch Ammoniakdimpfe nicht 
nur eine kugelige, sondern auch eine dendritenartige Entmischung zu er- 
zielen war. 

a) Mit Neutralrot entstehen in manchen Zellen der Blattoberepider- 
mis aus der Diffusfarbung durch NH, nur Kugeln. in anderen Dendriten. 
Daneben gibt es noch Zellen, die sowohl eine gréfere Kugel oder deren 
mehrere als auch reich verzweigte Dendriten enthalten. 

b) Bei Brillantcresylblau bilden sich unter Ammoniakeinwir- 
kung zierliche Dendriten, die sich bei Zusatz einer Spur saurer Pufferlésung 
zu Kugeln zusammenziehen. Diese lésen sich nach Zusatz weiterer Puffer- 
lésung in der bekannten Weise zu Diffusfarbung auf. 

c) Toluidinblau verhalt sich ganz wie Brillantcresylblau. 

d) Acridinorange jedoch bildet schon nach dreieinhalb Stunden 
im Farbbad am Sdhnittrand groBe. im UV rot leuchtende Kugeln aus. 

e) Mit Rhodamin B kann man auch bei diesem Objekt durch 
Ammoniak die Diffusfarbung nicht entmischen (siehe weiter unten!) 

Auch bei Phyteuma orbiculare lat sich die Diffusfarbung mit Neutral- 
rot nach 1% Std. leicht zu groBen Kugeln entmischen. vor allem in den 
schnittrandnahen Zellen. Auch in den mit Toluidinblau diffus gefarbten 
Vakuolen entstehen schéne Entmischungstropfen. Dagegen tritt in durch 
Brillanicresylblau pH8,.3_ gefarbten Zellsifien bei Behandlung mit 
Ammoniakdimpfen eine Fallung aus winzigsten Partikelchen auf, die sich 
in lebhafter BMB befinden, aneinander kleben bleiben und so eine deut- 
liche Kriimelfallung ausbilden. Bei Zusatz von etwas dest. Wasser zieht 
sich diese Kriimelfallung jedoch relativ rasch zu grofen Kugeln zusammen. 

Sehr schén konnte man das Zusammenziehen von Kriimelfallungen iiber 
das Zwischenstadium zierlicher Dendriten bei Schnitten der Blattoberseite 
von Platanthera bifolia beobachten. Es wurde dazu einmal ein anderer 
Weg beschritien als bei den bereits erwahnten Versuchen. Der wie iiblich 
durch Entliiften vorbereitete Schnitt wurde sofort. ohne Farbung, auf 
einem Objekttrager den Ammoniakdimpfen ausgesetzt. Dabei trat die fiir 
Flavonderivate charakteristischhe Gelbfarbung auf. AnschlieBend wurde 
der Schnitt in Wasser ausgewaschen, doch nicht so stark. da® er die 
Gelbfarbung ganzlich verloren hatte. Der also immer noch leicht gelbe 
Schnitt kam in einem Tropfen Neutralrotlésung auf dem Objekttrager 
unter das Mikroskop und wurde sofort untersucht. Das ersie sichtbare 
Farbungsergebnis waren ganz rasch auftretende winzigste Kiigelchen. 
Sie wurden schnell etwas gréRer, zitterten heftig in BMB und bildeten durch 
Verkleben eine feine Kriimelfallung. Diese vergréberte sich bald zu Den- 
driten. Nach 10 Minuten war die Kriimelfallung ginzlich verschwunden. 
ln den Zellen lagen einfache (nicht reich verzweigte) Dendriten, die sich 
innerhalb der nachsten 3 Minuten zu Kugeln abrundeten. Neben dieser 
Abrundung erfolgie nun auch gleichzeitig eine schwach diffuse An- 
farbung, 
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Eine beschleunigte Abkugelung der Kriimelfallung kann man durch 
Zusatz von ein wenig saurer Pufferlésung pH 2,0 erreichen. Sie verlauft 
auch hier iiber die Dendritenform. An diesen Dendriten differenzieren sich 
pach kurzer Zeit kleinere und gréfere Kugeln heraus. die durch feine 
Faden verbunden sind. Nach dem plétzlichen Zerreifen dieser Faden, die 
in die Kugeln hineinflieBen, ist die Abrundung innerhalb weniger Sekun- 
den beendet. 

Bringt man Schnitte von der Platanthera-Oberepidermis ohne Vor- 
behandlung mit NH, in Neutralrot. so kann man schon nach zwei Minuten 
das Auftreten einer Diffusfarbung 
feststellen. Auch wenn man den 
Schnitt eine halbe Stunde in der 
Farblésung belift, ist nirgendsdie 
Entstehung eines Entmischungs- 
tropfens oder der im Parallelver- 
such zuerst erschienenen K riimel- 
fillung zu bemerken. 

Die Erscheinung, daf eine Dif- 
fusfairbung sich durch Ammoniak- 
dimpfe entmischen Jat, konnte 
auBer bei den schon genannten 
Objekten noch bei folgenden 
Pflanzen beobachtet werden: 

Allium montanum, Atropa Bella- 
donna, Berberis vulgaris, Bryonia 
dioica, Campanula _persicifolia, 
Carlina vulgaris, Daphne laureola 
und D. mecereum, Globularia vul- 
garis, Lycium halimifolium, Or- 
chis latifolia, Polygonatum offi- 
cinale, Primula veris, Scrophularia 
nodosa, Teucrium montanum, Ve- app. 9. Polygala maior, Blatt, Oberepider- 
ratrum album, Viburnum lantana. mis, Farbung mit _ Brillantcresylblau 

Es muff erwihnt werden, dai 1: 10.000, pH 8,3. In den Wundrandzellen 
nicht alle Farbstoffe die gleiche treten Kristalle einer Farbstoffverbindung 
Bereitschaft zu der erwihnten auf, die anderen Zellen zeigen diffuse 
Reaktion zeigen. Stets laBt sich Farbspeicherung. (Aus Bolay 1960.) 
die Diffusfarbung mit Neutralrot 
am leichtesten durch NH, entmischen, bei Brillantcresylblau und ‘Toluidin- 
blau gelingt dies nicht immer. Rhodamin B verhalt sich, wie erwahnt. noch 
starker abweichend. 

Von Einflu® ist ferner die Farbezeit bzw. die erreichte Konzentration 
an Farbstoff in der Vakuole. So lat sich z. B. in den Blattepidermen von 
Allium montanum die Zellsafifarbung mit Neutralrot, Brillantcresylblau, 
Toluidinblau und Acridinorange nach 1 bis 4 Stunden Farbezeit nicht mit 
Ammoniak entmischen, wohl aber nach 24 Stunden (Neutralrot gibt hierbei 
Kugeln. die anderen Farbstoffe Kriimel). Ubereinstimmend damit neigen 
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auch die Wundrandzellen, die ja stets eine gréfere Farbstoffmenge auf- 
nehmen als die weiter innen gelegenen Zellen, besonders zu Entmischungs- 
erscheinungen. sowohl spontan als auch gegebenenfalls nach NH,-Ein- 
wirkung (vgl. dazu auch Gicklhorn 1929, Elsner 1932 und Héfler 
1948 sowie die Abb. 2). 

3. Das Verhalten von Rhodamin B. Der Farbstoff neigt mehr 
als alle anderen untersuchten Farbstoffe zur spontanen Bildung von trop- 
figen Entmischungen im Zellsaft. Bekannt ist das Verhalten der Aufen- 
epidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa, deren Vakuolen (nach 
kurzer Farbezeit) mit den meisten Farbstoffen Diffusfarbung ergeben, wah- 
rend Rhodamin B in ihnen Entmischungskugeln erzeugt (Drawert 1939 
und Abb. 3 der vorliegenden Arbeit). 


Abb. 3. Allium cepa, untere (auRere) Epidermis der Zwiebelschuppe. Entmischungs- 
kugeln nach Farbung mit Rhodamin B. 


Um so erstaunlicher ist es. da’ Ammoniak hier nicht eine Verstarkung 
der Entmischungstendenz bewirkt. sondern das Gegenteil: die spontan ge- 
bildeten Entmischungstropfen Jésen sich nach Zusatz von Ammoniak mehr 
oder weniger schnell zu gelbroter Diffusfarbung auf. Dies wurde beob- 
achtet bei den Blatt-Epidermiszellen von Campanula patula, Daphne 
mecereum, Muscari comosum, Silene nutans. Teucrium montanum, Vera- 
trum album und Veronica officinalis. 

Auch Dendriten (Ordiis latifolia). Kriimel (Lycium halimifolium) und 
Kristalle (Polygonatum officinale). die bei Speicherung von Rhodamin B 
spontan entstehen. lésen sich leicht bei Einwirkung von Ammoniak. 

Durch nachtraglichen Zusatz von saurer Pufferlésung laBt sich der Effekt 
in der Regel nicht riickkgangig machen. Nur ganz selten (so bei Lycium) war 
auf diese Weise die Entmischung wieder hervorzurufen. 

Zellsafte. die Rhodamin B von vornherein nur diffus speicherten. liefen 
sich durch Ammoniak in keinem Falle entmischen. 

4. Die Wirkung von Coffein anf gefarbte volle Zell- 
safte. Flasch (1955) beobachtete. daB die bei Vitalfarbung mit Rhoda- 
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min B oder mit Acridinorange auftretenden Entmischungstropfen bei einem 
Zusatz von Coffein sich auflésen. 

Diese Angabe wurde in der vorliegenden Untersuchung auch fiir andere 
Farbstoffe bestatigt. Bei der Blattepidermis von Lycium halimifolium ent- 
stehen nach Vitalfarbung mit Neutralrot Entmischungskugeln, die sich nach 
Durchsaugen einer 1%igen Coffeinlésung relativ schnell auflésen. Inter- 
essanterweise ist dann keine Entmischung durch Ammoniak 
mehr méglich. Darin unterscheidet sich also die Auflésung der Ent- 
mischungskugeln durch Coffein von derjenigen durch saure Pufferlésung. 
die bereits friiher beschrieben worden war. Wiahrend die letztere reversibel 
verlauft, d. h. durch erneute Einwirkung von Ammoniak riickgangig ge- 
macht werden kann, ist im ersten Fall mit Ammoniak selbst nach langerer 
Zeit ein neuerliches Ausfallen der Kugeln nicht zu erreichen. 

Da Coffein also Entmischungskugeln auflést, die dann durch NH, nicht 
mehr zu fallen sind, sollte es auch eine Entmischung von vornherein ver- 
hindern. Daf dem tatsachlich so ist, kann man leicht nachweisen, wenn 
man einen Schnitt der Blattoberseite von Daphne mezereum 2 Stunden 
in Neutralrot farbt, dann einige Zeit in 1%ige Coffeinlésung iibertragt 
und endlich in eine n/100 Ammoniaklésung bringt. ErwartungsgemaB kann 
man nirgends ein Anzeichen von Entmischung sehen. Erst nach langer Zeit 
bilden sich in einigen randnahen Zellen Kugeln. wohl infolge Diffusion 
des Coffeins aus den Vakuolen in das umgebende Medium. Ein parallel mit 
Neutralrot gefarbter, dann aber nicht in Coffein eingelegter, sondern gleich 
mit n/100 NH, behandelter Schnitt zeigt augenblicklich die Fallung vieler 
kleiner Kugeln, die zu sehr grofen Tropfen zusammenfliefen. 

Auch die mit den anderen Farbstoffen gefarbten Zellsafte setzen nach 
einem Coffeinbad der Entmischung durch Ammoniak erheblichen Wider- 
stand entgegen. Mit Toluidinblau kann man nach viereinhalb Stunden 
Diffusfarbung beobachten, die sich mit n/100 Ammoniak in randnahen 7el- 
len zu schénen Kugeln entmischen lat. Bringt man einen anderen Schnitt 
dagegen zuerst in Coffein, so erhalt man nachher selbst mit konzentriertem 
Ammoniakdampf keine Entmischung. Ahnliche Resultate liefern die Ver- 
suche mit Brillantcresylblau, doch treten hier feine Partikel in den Vakuo- 
len auf, wenn man den Dampf konzentrierten Ammoniaks nicht nur wenige 
Sekunden, sondern etwas linger auf das Praparat einwirken lat. Auch 
die in Acridinorange pH 11,2 gefarbten Zellen entmischen sich nach Zusatz 
von Coffein nur auBerst zégernd, nach langem Liegen in n/100 NHs. 

Weitere Beispiele fiir die Verhinderung oder zum mindesten starke Be- 
hinderung der NH,-Entmischung durch Coffein sind etwa Platanthera 
bifolia, Lycium halimifolium, Teucrium montanum und Atropa Belladonna. 


B. Das Farben gerbstofffreier Objekte in 
ammoniakhaltigen Farblésungen 
Zur weiteren Abrundung dieser Entmischungsversuche mit Ammoniak 
wurde auch noch an einigen Objekten ihr Verhalten gegen NH,-haltige 
Farbstofflésungen gepriift. Die Farblésungen hatten ebenfalls eine Kon- 
zentration von 1 :10.000. doch war beim Verdiinnen der Stammlésung 
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(t : 1000) statt dest. Wasser n/200 bzw. in manchen Fallen n/100 Ammoniak 
verwendet worden. 

1. Campanula persicifolia (Blatt. Oberseite) ist eindeutig gerbstofffrei. 
aber flavonhaltig und zeigt nach drei Stunden Farbedauer in phosphat- 
gepufferter alkalischer Farblésung im wesentlichen Diffusfarbung mit allen 
untersuchten Farbsioffen. In den ammoniakhaltigen Farblésungen verhalt 
sich das Objekt wie folgt: 

a) Mit Neutralrot sieht man fast keine Diffusfarbung. dafiir sind 
in allen Zellen grobe Dendriten aufgetreten. 

b) Mit Brillantceresylblau sind in randnahen Zellen Kugeln 
ausgefallen, daran schlieBt eine Zone mit Verschmelzungsprodukten an, 
und im Schnittinnern schlieBlich sind Dendriten zu sehen. * 

ec) Toluidinblau bildet grobe Dendriten, oft zu Verschmelzungs- 
produkten zusammengezogen. 

d) Mit Acridinorange sieht man in allen Zellen des Schnittes 
grobe Dendriten, die dunkelrot fluoreszieren. Eine Griinfluoreszenz ist nicht 
zu beobachten. 

2. Bei Ordtis incarnata zeichnet sich bei Farbung in ammoniakhaltigen 
Farblésungen gleichfalls die schon bei Campanula persicifolia erwaihnte 
Zonierung ab. Im Schnittinnern befinden sich in den Zellen Dendriten, 
manchmal oft recht zierlich gebaute, daran anschliefend etliche Zellreihen 
mit Verschmelzungsprodukten, wahrend ganz am Rand des Schnittes end- 
lich Entmischungskugeln ausgefallen sind. 

3. Auch Teucrium montanum \aBt eine zonierte Entmischung erkennen. 

a) Eine Farbung mit Brillanteresylblau in phosphatgepufferter 
Lésung fiihrt nur zu Diffusfarbung, wahrend bei einem Parallelversuch in 
ammoniakhaltiger Lésung am Schnittrand sehr grofe Kugeln, weiter innen 
Verschmelzungsprodukte und schlieBlich grobe Dendriten ausgefallen sind. 

b) Genau das gleiche Farbungsbild bietet Toluidinblau. 

c) Entsprechend der Auflésung der mit R hodamin B gebildeten Ent- 
mischungskugeln durch Ammoniak treten diese in einer ammoniakhaltigen 
Farblésung gar nicht erst auf. 

d) Mit Neutralrot entsteht nach dreistiindiger Einwirkung von 
phosphatgepufferter Farblésung im wesentlichen Diffusfarbung. In ganz 
wenigen randnahen Zellen sind auch Kugeln zu beobachten. Im Parallel- 
versuch mit NH,-haltiger Neutralrotlésung ist die Zahl der Kugeln bei der- 
selben Farbedauer ungleich hoher. 

e) Mit Acridinorange in phosphatgepufferter Lésung kann man 
nach dreieinhalb Stunden hauptsichlich schéne Griinfluoreszenz feststellen. 
Manche randnahen Zellen erscheinen dunkel samtbraun. Bei Parallel- 
farbung in Acridinorange mit NH, n/100 weisen samtliche Vakuolen diese 
dunkle. samtbraune Farbung auf. Eine Entmischung ist hier nicht zu beob- 
achten. 

Teucrium montanum ist im Vergleich mit manchen anderen Pflanzen. 
wie etwa Phyteuma spicatum, nicht sehr entmischungsfreudig. Es wurde 
schon erwahnt. dafi die Neutralrot-Diffusfarbung am leichtesten zu ent- 
mischen ist. Auffallend ist die Erscheinung. da eine Entmischung der 
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Farbungen mit Brillantcresylblau und Toluidinblau durch Ammoniak- 
dimpfe nicht gelingt. eine Parallelfarbung in ammoniakhaltigen Farb- 
badern indessen die eben geschilderten Entmischungszonierungen verur- 
sacht. 

Auer den schon genannten Objekten wurden auch noch andere Pfian- 
zen in ammoniakhaltigen Farblésungen untersucht. So z. B. Allium Scoro- 
doprasum, Amelanchier ovalis, Aristolochia clematitis, Atropa Belladonna, 
Berberis vulgaris, Clematis recta, Daphne mezereum, Eryngium campestre, 
Leontodon hispidus, Orchis latifolia, Phyteuma orbiculare, Polygonatum 
officinale, Vaccinium Vitis-Idaea, Viburnum Lantana und andere. Immer 
konnte eine bevorzugte Entmischung und méglichst weitgehende Abrundung 
der Entmischungsformen im Vergleich zu phosphatgepufferten Farbstoff- 
lésungen beobachtet werden. Bei allen diesen Versuchen nahm das Rhoda- 
min B jedoch in seinem Verhalten wiederum wie schon oft vorher eine 
Sonderstellung ein. Wurden die angefiihrten Objekte namlich parallel in 
Rhodamin-B-Lésungen mit und ohne NH,-Zusatz gefirbt. so zeigte es sich 
in den meisten Fallen, daff bei Schnitten im normalen Farbbad sich Kugeln. 
Dendriten oder Kriimel ausbildeten (im Falle von Polygonatum Kristalle). 
wihrend eine gleich lange Fiarbedauer in den Zellen, die ammoniakhaltigen 
Lésungen ausgesetzt waren, nur eine Diffusfarbung hervorrief. Eine Aus- 
nahme stellten solche Faille dar. bei denen in der normalen Rhodamin-B- 
Lésung nur Dendriten entstanden waren, wohingegen die NH,-haltige 
Lésung neben einer Diffusfarbung noch Verschmelzungspredukte (manch- 
mal sehr abgerundet. fast kugelig) erzeugte. Diese Erscheinung kann man 
z. B. bei Amelandiier ovalis konstatieren. auch Epipactis latifolia gehoért 
zu diesen Ausnahmen. 

Uberblickt man das gesamte Material der Entmischungsversuche mit 
Ammoniak an gerbstofffreien Zellsiften. so kann man zusammenfassend 
wohl sagen, daB die Diffusfarbungen flavonfiihrender Vakuolen im allge- 
meinen mehr oder weniger leicht durch Ammoniak, entweder in Dampf- 
form oder als Zusatz zu den Farblésungen, entmischbar sind. Eine bemer- 
kenswerie Ausnahme stellte Globularia cordifolia dar, deren Diffusfarbun- 
gen sich weder durch Ammoniakeinwirkung noch im Dauerversuch ent- 
mischen lieBen. Das Objekt war eindeutig gerbstofffrei. 


Spontane Zonierung der Entmischungsformen bei 
eerbstofffreien Pflanzen 


Die recht eindrucksvolle Erscheinung der zonierten Entmischungsformen 
trat interessanterweise manchmal auch ohne Einwirkung von Ammoniak 
auf. Als Beispiel dafiir sei Cornus sanguinea angefiihrt (Abb. 4). Wurde ein 
Flachenschnitt der Blattoberseite drei Stunden lang in Neutralrot gefarbt, so 
enthielten die Randzellen meist eine Entmischungskugel. gelegentlich deren 
mehrere. Die benachbarten Zellen zeigten noch nicht voéllig abgerundete 
Kugeln. Daran schlof sich eine Reihe von Zellen, deren Entmischung die 
Form von Verschmelzungsprodukten hatte. und die Zellen des Schnittinnern 
schlieBlich waren erfiillt von Dendriten. Neben diesen verschiedenen Farb- 
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stoff-Inhaltsstoffallungen blieb immer noch eine deutliche Diffusfarbung 
erhalten. Eine Deutung dieses Phainomens ist im Augenblick noch nicht 
mdglich. Sicherlich herrschen in den randnahen Zellen in mehrfacher Hin- 
sicht andere Verhaltnisse als im Schnittinnern: Einerseits ist hier infolge 
der besseren Diffusionsméglichkeit die Farbstoffkonzentration am héchsten. 


Abb. 4. Cornus sanguinea, Blatt, Oberepidermis. Entmischungsformen nach drei- 

stiindiger Farbung mit Neutralrot 1: 10.000 in Leitungswasser. a) Entmischungs- 

kugel. b) Nicht vollstandig abgerundete Entmischungskugel. c) Verschmelzungs- 
produkt. d) Dendrit. 


anderseits kénnen durch den Wundreiz auch Veranderungen im Zellsaft. 
z. B. pH-Verschiebungen, eintreten. 


D. Entmischungsversuche mit Ammoniak an 
gerbstoffhaltigen Objekten 

Bolay (1960) stellte fest, da gerbstoffhaltige Vakuolen nach Speiche- 
rung basischer Farbstoffe in der Regel zu dendritenartiger oder kriimeliger 
Entmischung neigen. Einige wenige Objekte jedoch zeigten nur Diffus- 
firbung. obwohl sie im histochemischen Versuch kraftige Gerbstoffreaktio- 
nen gaben (vgl. die Tab. 6 der zitierten Arbeit). Es wurde damals schon 
auf Grund gewisser Anzeichen vermutet, daft diese Diffusfarbung einen 
anderen physikochemischen Charakter hat als die Diffusfarbung flavon- 
haltiger Zellsafte. Diese Vermutung wurde gestiitzt durch das verschiedene 
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Verhalten der beiden Vakuolentypen gegen NH,-Einwirkung nach Farb- 
stoffspeicherung. 

1. Sedum maximum bietet dafiir ein recht eindrucksvolles Beispiel. In 

der Oberepidermis des Blattes besitzt es grofe Idioblasten, die sich 
durch auRerordentlich deutliche Gerbstoffreaktionen mit den verschieden- 
sten Reagenzien auszeichnen. Mit Vanillin-Salzsaéure tritt fast augenblick- 
lich intensive Rotfarbung und ein Kérnchenniederschlag auf. Ebenso rea- 
giert Vanillin-Schwefelsiure. 
Coffein 1%ig liefert nach kur- 
zer Zeit einen dichten Trépf- 
chenniederschlag, dessen ein- 
zelne, im BMB zitternde Teil- 
chen im Laufe der Zeit gréfere 
Tropfen ausbilden. Das Be- 
tupfen eines Schnittes mit p- 
Dimethylaminobenzaldehyd 
ergibt rotviolette [liarbung 
und EFisen-({I1)-chlorid tingiert 
die Idioblasten schén_ blau, 
wihrend schlieflich NH,-Be- 
handlung einen braunen Nie- 
derschlag hervorruft. Alle 
diese Reaktionen weisen den 
Inhaltsstoff der Vakuolen ein- 
deutig als Gerbstoff, wahr- 
scheinlich zur Gruppe der 
Gallotannine gehérend, aus. 
Im folgenden sollen nun einige 
Fiarbungsergebnisse berichtet 
werden: 

a) Mit Rhodamin B be- Abb. 5. Rumex sp., Blatt, Oberepidermis. 
obachtet man nach eineinhalb Dendritenférmige Entmischung nach Far- 
Stunden schéne Diffusfiirbung, | bung mit Neutralrot 1 : 10.000 in Leitungs- 
die in manchen Idioblasten wasser. (Aus Bolay 1960.) 
mehr rotviolett, in anderen 
mehr blauviolett ist. LaBt man Ammoniakdimpfe wenige Sekunden bis 
einige Minuten einwirken, so zeigt sich eine starke Aufhellung, aber keine 
Entmischung der Diffusfarbung. Dies ist an sich nicht verwunderlich, da 
ja die durch RhodaminB verursachten Diffusfarbungen auch bei flavon- 
haltigen Zellen nicht entmischbar sind. Der Unterschied zwischen gerbstoff- 
haltigen und gerbstofffreien Vakuolen tritt erst bei Farbung mit den 
folgenden Farbstoffen in Erscheinung. 

b) Nach zwei Stunden Farbung in Neutralrot zeigen sich die Idio- 
blasten diffus violettrot. Mit Ammoniakdampfen ist auch bei langerer Ein- 
wirkung keine Entmischung zu erreichen. 

c) Brillantecresylblau erzeugt ebenfalls nach zwei Stunden 
Diffusfarbung in den Idioblasten, in den normalen Epidermiszellen da- 
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neben noch tropfige Entmischung. Die Ammoniakprobe verliuft negativ, 
nirgends treten in den Idioblasten Entmischungsformen auf. 

d) Toluidinblau verhalt sich ganz genau so und weist dieselbe 
Stabilitat der Diffusfarbung gegen Ammoniak auf. 

e) Mit Acridinorange fluoreszieren die Idioblasten nach dreiein- 
halb Stunden griin bis olivgriin mit schwach ockerfarbenem Einschlag. Im 
Hellfeld erscheinen sie schén gelbrosa. Nach der Reaktion mit Ammoniak 
wird die Farbung im Hellfeld eigelb, es entstehen keine Entmischungs- 
kugeln, auch eine Kriimelfallung ist nicht zu sehen. Im UV sind die Idio- 
blasten jetzt dunkelbraun und haben ihre schéne Fluoreszenz verloren. 

Auf Grund der Beobachtungen iiber den Einflu@ der Farbungsdauer 
bei gerbstofffreien Zellsaften erhob sich die Frage nach der Entmischbarkeit 

einer Gerbstoff-Diffusfarbung in einem 

Dauerversuch. Sedum maximum wurde 

zu diesem Zweck 24 Stunden in Rhod- 

amin B gefiirbt, was nur zu Diffus- 

firbung fiihrte. Das gleiche Bild liefern 

auch 24stiindige Dauerfairbungen mit 

Neutralrot, Brillantcresylblau und To- 

luidinblau, wihrend mit Acridinorange 

ae die Idioblasten sich nach dieser Zeit im 

; Hellfeld dunkel ockerfarben bis braun, 

f + — 7 im UV dunkel samtbraun darbieten. 

ie “Bes Mid: Wilsabin tnd Cee In allen Fillen aber bleibt ein Ent- 

epidermis angetriebener Zwiebeln mischungsversuch mit Ammoniak ohne 

von Allium cepa nach Vitalfarbung Erfolg. 

mit Rhodamin B entstandene Ent- 2. Da bei flavonhaltigen Zellen 

mischungsaggregate (,.Kérnchen“). manchmal festgestellt werden konnte, 

(Aus Drawert 1939.) da eine Entmischung mit NH, nach 

der Farbung nicht gelang, das F ii r- 

ben in ammoniakhaltigem Farbbad aber, wie bei Teucrium 

montanum, positive Resultate ergab, wurden auch mit einem gerbstoff- 

fiihrenden Objekt neben den gewohnlichen Farbungen noch Parallelver- 
suche in Farblésungen mit Ammoniakzusatz ausgefiihrt. 

Sedum album hat im Parenchym Idioblasten, die sich mit den erwahnten 
Gerbstoffreagenzien als zweifellos gerbstoffhaltig erweisen. Mit FeCls tritt 
allerdings keine Blau-, sondern eine Braunfarbung auf, was eher auf einen 
Katechingerbstoff hindeuten wiirde. Mit allen Farbstoffen in phosphat- 
gepufferten Farblésungen stellt sich auch bei 18stiindigem Dauerversuch 
nur Diffusfarbung ein. Entmischung durch Ammoniakdampf ist nicht még- 
lich. Bei den Parallelversuchen mit NHs3-haltigen Farblésungen fallt auf. 
daf die Fiarbungen mit Neutralrot, Brillantcresylblau, Toluidinblau und 
Rhodamin B zwar immer noch diffus, aber bedeutend kraftiger im Farbton 
sind. Die smaragdgriine Fluoreszenz mit Acridinorange ist allerdings er- 
loschen, statt dessen sind die Idioblasten sehr dunkel samtbraun bis fast 
schwarz. 


Auch bei den Gerbstoffidioblasten von Anagallis arvensis und Sedum 
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sexangulare erweisen sich die Diffusfarbungen mit den genannten Farb- 
stoffen als gegen Ammoniak widerstandsfahig. Entmischung ist nirgends 
zu erreichen. Bei Sedum sexangulare ist Neutralrot nach der Einwirkung 
von konzentrierten Ammoniakdaimpfen iiberall schon auskristallisiert, nur 
die Idioblasten sind noch immer intensiv rotviolett gefarbt. 


3. Da Coffein mit Gerbstoffen Trépfchenniederschlage erzeugt. war 


es auch interessant, das Verhalten vitalgefirbter 
Gerbstoffidioblasten gegen Coffein zu untersuchen 
(vgl.dazu auch die Versuche von Zé tt! 1960, S. 478). 
Schnitte von Sedum maximum wurden in coffein- 
haltige Farbbider eingebracht. die durch Verdiinnen 
der Stammlésungen mit Puffer und 1%iger Coffein- 
lisung hergestellt worden waren. Es ergaben sich 
dabei folgende Firbungsbilder: 

a) Mit Rhodamin B entstehen in den Idio- 
blasten nach eineinhalbstiindiger Farbung schmutzig- 
blauviolette Trépfchenniederschliige. 

b) Neutralrot ruft nach zweistiindiger Fiir- 
bung in den normalen Epidermiszellen nur Diffus- 
fiirbung, in den Idioblasten dagegen eine triib vio- 
lettrote Trépfchenfillung hervor. Dabei ist der 
Niederschlag in den Zellecken besonders dicht an- 
gehiuft. 

c) Auch Brillantcresylblau 
den Idioblasten 


liefert in 
nach drei Stunden Fiarbezeit eine 
entsprechend gefarbte Trépfchenfillung. Zwischen 
den einzelnen Tropfen ist auch noch eine Diffus- 
firbung zu erkennen. 

d) Mit Acridinorange weisen die gewoéhn- 
lichen Epidermiszellen 
Idioblasten 


schéne_ Griinfluoreszenz 
sind erfiillt von einem satt 
ockerbraunen Trépfchenniederschlag, die einzel- 
nen Trépfchen sind im Hellfeld deutlich zu er- 
kennen. 

Erganzend sei noch bemerkt, da auch eine 
nachtragliche Fillung der Diffusfarbung bei Sedum 
maximum durch Coffein méglich ist. Ein mit Neu- 
tralrot gefirbter Schnitt laBt einige Zeit nach dem 
Einlegen in eine 1%ige Coffeinlésung, vom Rand 
her einsetzend, in den kriftig violettroten Idioblasten 
eine Fillung von Kiigelchen beobachten, die zu 


auf, die 


Abb. 7. 
Zelle 
Wasserblatt. 
Farbung mit Rhoda- 


Salvinia 
aus 


na- 
dem 
Nach 


tans. 


min B _ tritt 
Kriimel-Fallung 


eine 
auf. 
Die Kriimel sind zar- 
ter als die Kérnchen 
auf Abb. 6, nur die 
verschieden starke 
VergréRerung tauscht 


das Gegenteil vor. 


grofen runden Gebilden und halbabgerundeten Schollen zusammenflieBen. 

AuBerdem ist vielleicht erwahnenswert, daB in diesem Fall die durch 
reine Coffeinlésung bewirkte Trépfchenfallung sich durch Ubertragen in 
ein coffeinhaltiges Rhodamin-B-Bad anfarben laBt. Nach etwa 40 Minuten 
ist die grauviolette Farbung des Niederschlages schon recht deutlich. 


Diese Entmischbarkeit mit Coffein bei Sedum 


maximum 


stellt aber 
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unter den bis jetzt untersuchten Objekten einen Einzelfall dar. Weder bei 
Sedum album noch bei Sedum sexangulare oder Anagallis arvensis waren 
durch Farbung in Farblésungen mit Coffeinzusatz Trépfchenniederschliige 
zu erzielen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Eines der wichtigsten Ergebnisse der vorlicgenden Arbeit ist die Beob- 
achtung, daf sich die Diffusfarbung in flavonhaltigen Zell- 
saften durch Ammoniak entmischen Jat, wobei die Ent- 
mischungsprodukte nach Abdiffusion des Ammoniak wieder verschwinden. 
Beobachtungen iiber reversible Entstehung von Entmischungsformen bei 
Vitalfarbung sind auch schon von anderen Autoren mitgeteilt worden. 
Gicklhorn (1932) sah in diffus gefarbten Zellsaften von Jris flavescens 
und Iris germanica auf einen Klopfreiz hin Entmischungstropfen entstehen 
und nach kurzer Zeit wieder verschwinden. Umgekehrt beobachtete der 
gleiche Autor (1929, 1932) ein Verschwinden von bereits vorhandenen Ent- 
mischungskugeln bei Plasmolyse und ihr neuerliches Auftreten bei Deplas- 
molyse (Symphoricarpus racemosus und Cirsium oleraceum). Elsner 
(1932) hat dieses Phinomen an weiteren Pflanzen untersucht und neben 
gleichartigen auch gegensatzliche Falle gefunden, bei denen nach Plasmo- 
lyse Entmischungen auftraten und bei Deplasmolyse wieder verschwanden. 
Bank (1937) konnte durch Kombination von Methylenblau, Neutralrot 
und Salzlésungen reversible Entmischungen erzielen. 

Die Ansatze zu einer theoretischen Durchdringung dieser Erscheinungen 
sind bis jetzt noch recht mager. In jedem Lehrbuch der physikalischen 
Chemie (vgl. z. B. Netter 1959, S. 207) ist das Mischungsdiagramm des 
Systems Phenol— Wasser abgebildet, das eine ausgepragte Mischungsliicke 
aufweist. Mehrstoffsysteme scheinen nach dieser Richtung hin noch nichi 
untersucht worden zu sein. Ergiebiger fiir das besprochene Problem diirfte 
die Theorie der Koazervation im Sinne von Bungenberg de Jong sein 
(vgl. Booij und Bungenberg 1956). Die zitierte Darstellung bezieht 
sich zwar vor allem auf kolloidale Substanzen, die dort mitgeteilten Er- 
scheinungen zeigen aber in vieler Hinsicht Ahnlichkeit mit den hier be- 
trachteten Entmischungen, z: B. in der starken Abhangigkeit von der Salz- 
konzentration. 

Indessen sollen hier nicht die physikalisch-chemischen Gesetzmabigkeiten 
dieser Erscheinungen diskutiert werden, sondern ihre Brauchbarkeit fiir 
Aussagen iiber die Zusammensetzung des Zellsaftes. Es laBt sich auf Grund 
der mitgeteilten Ergebnisse der Schluf ziehen, daf die flavonhaltigen Zell- 
safte ganz allgemein zur Bildung von Entmischungskugeln neigen, sei es. 
daB sie solche bei Vitalfarbung spontan ausbilden, sei es, dafi zuniachst 
nur Diffusfarbung eintritt und die Entmischung erst durch Einwirkung von 
Ammoniak angeregt wird. Im letzteren Falle ist wohl die Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration im Zellsaft entscheidend. es kénnte aber 
auch sein, daft die bei der Neutralisation der Zellsaftsduren entstehenden 
NHg-Ionen eine Rolle spielen. Die Konzentration des Ammoniaks im Zell- 
saft beeinflu&t auch die Konsistenz der entstehenden Entmischungsprodukte 
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(vgl. S. 182): La&t man Ammoniak langer auf die gefarbten Schnitte ein- 
wirken, so kénnen die zuerst entstehenden Tropfen sich in Sphirokristalle 
verwandeln. (Dies tritt iibrigens gelegentlich auch ohne NHs ein, vel. 
Abb. 8.) Wenn zuerst mit Ammoniak behandelt und nachtriglich gefarbt 
wird, dann entstehen zuerst Kriimel, die sich in dem Mafe, wie der 


Ammoniak abdiffundiert, in Dendriten und schlieRlich in Tropfen verwan- 
deln. Der Ammoniak hat also 


auch einen Einfluf auf die Vis- 
kositat der Entmischungspro- 
dukte. Diejenigen Enitmi- 
schungsformen, die zu Tropfen 
zusammenfliefen kénnen, miis- 
sen ja fliissig sein, diejenigen, 
die zu Dendriten verkleben, 
sind wohl héchst viskos bis 
fest. Auch fiir diese Erscheinung 
gibt eskeinebefriedigende phy- 
sikalisch-chemische Theorie. 
Wohl hat schon Loeb (1920) 
Versuche iiber die pH-Abhan- 
gigkeit der Viskositat von Ge- 
latine-Lésungen angestellt(vgl. 
dazu auch Hébe r 1926, S.220), 
Weber (1921) hat die Abhan- 
gigkeit der Viskositat des Zell- 
saftes von pH und Konzentra- 
tion diskutiert, Netter (1959, 
S. 323) behandelt den elektro- 
viskésenEffektbeimakromole- - 
kularen Elektrolyten, aber alle Abb. 8. Campanula rapunculoides, Blatt, 
diese Angaben lassen keine di- Oberepidermis. Kugelige, langsam kristallin 
ie : werdende Entmischung nach Farbung mit 
rekten Schliisse auf die von uns Veaatudions: 4: 10setiie date 
‘ 210 gswasser, (Aus 
untersuchtenErscheinungen zu. Bolay 1960,) 
Das Siudium derselben wire 
eine sehr reizvolle Aufgabe fiir die physikalisch-chemische Forschung. Leider 
hat das Interesse fiir Kolloidchemie in letzter Zeit etwas abgenommen. 
Anders als die flavonhaltigen Zellsifte reagieren gerbstofffiihrende 
Vakuolen: Wenn sie nach Vitalfarbung spontane Entmischung zeigen, dann 
erfolgt diese in Gestalt von Dendriten oder Kriimeln. Wenn zunachst nur 
Diffusfarbung auftritt, dann verandert sich das Farbebild auch nach Zusatz 
von Ammoniak nicht. Dies bedeutet eine Erhartung der schon friiher 
(Bolay 1960) vorgetragenen Hypothese, daf die Diffusfarbung bei gerb- 
stoffhaltigen Zellsaften einen anderen physikochemischen Charakter besitzt 
als die Diffusfarbung flavonhaltiger Zellsafte. Weitere, schon friiher bei- 
gebrachte Hinweise dafiir sind z. B. die Beobachtung, daf mit Brillant- 
cresylblau die Diffusfarbung gerbstoffhaltiger Vakuolen nicht blaugriin 
aussieht wie diejenige flavonhaltiger Zellséfte, sondern ultramarinblau. Mit 
Protoplasma, Bd. LIV/2 13 
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Acridinorange fluoreszieren diese Zellsafte sehr oft nicht griin, sondern in 
einem stumpfen Braun bzw. Rotbraun. Da in ahnlichen rétlichen Farbténen 
auch die bei anderen Gerbstoffvakuolen enistehenden Kriimelfallungen 
fluoreszieren, so lag die Annahme nahe, daff bei manchen Gerbstoffvakuo- 
len die Fallung so fein ist, daf sie mikroskopisch nicht mehr aufgelést 
werden kann und als Diffusfarbung erscheint. Wir haben es also mit einer 
kolloidalen Lésung des Reak- 
tionsproduktes Gerbstoff-Farb- 
stoff zu tun. Ein solches Kol- 
loidalwerden von Niederschla- 
gen kommt ja, wie schon in 
der Einleitung erwahnt, bei 
sehr schwer lislichen Verbin- 
dungen oft vor. Ein weiterer 
Hinweis auf die kolloidale 
Natur der Gerbstoff-Diffus- 
firbung ist die Beobachtung, 
daf nach Speicherung von 
Rhodamin B manchmal mehr 
rotviolette, manchmal blau- 
violette Farbténe auftreten, 
wohl je nach dem Dispersitats- 
grad der submikroskopischen 
Ausfallung. 

Uberblickt man die bei der 
Vitalfarbung voller Zellsafte 
mit basischen Farbstoffen még- 
lichen Farbebilder, dann kann 
man aus ihnen eine liickenlose 
Reihe von Erscheinungen zu- 
sammenstellen, die durch glei- 
tende Uberginge miteinander 
verbunden sind: 

1. Speicherung einer molekular-léslichen Verbindung des Inhaltsstoffes 
mit dem Farbstoff. Durch pH-Anderung nach der alkalischen Seite wird 
offenbar die Léslichkeit dieser Verbindung in Wasser herabgesetzt, es tritt 
eine Entmischung in Form fliissiger, zusammenflieRender Tropfen, seltener 
auch in Form von Kriimeln, auf (echte ,Diffus farbung‘). 

2. Auch ohne kiinstliche pH-Anderung wird die Léslichkeitsgrenze bald 
iiberschritten, es tritt eine spontane Entstehung von fliissigen zusammen- 
flieRenden Tropfen ein (,Entmischungskugeln*“, Abb.3, S. 186). Diese 
Entmischungskugeln kénnen sich nach einiger Zeit zu Spharokristallen um- 
wandeln (Abb. 8). Auch eine spontane Entstehung von Kristallen diirfte 
eng mit dieser Erscheinung zusammenhangen (Abb. 9). 

3. Die zuerst entstehenden Entmischungstropfen verfestigen sich lang- 
sam und flieRen nur unvollkommen zusammen (,Verschmelzungs- 


produkte*, Abb. 4). 


x | 


Abb. 9. Polygonatum multiflorum, Blatt, 

Oberepidermis. Kristalline Entmischung nach 

Faérbung mit Rhodamin B 1:5000. (Aus 
Bolay 1960.) 
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4, Die zuerst entstehenden kleinen Entmischungstrépfchen verfestigen 
sich ziemlich rasch und flie&en nicht zusammen, sondern verkleben unter- 
einander (,Dendriten“, Abb. 5). Hierher sind auch die sogenannten 
»Ko6rnchenfallungen* zu stellen, die man als ,zarte Dendriten“ 
bezeichnen kénnie (,.Drawertsche Kérnchen“ in der Innenepidermis 
austreibender Zwiebeln, vgl. Abb. 6 sowie Bancher und Hélzl 1960, 
Abb. 7). 

5. Bei Einwirkung des Farbstoffes werden feinste feste Partikel gefallt, 
die sich zu flockigen Aggregaten zusammenschliefen (,K riimel fal- 
lung“, Abb. 7). 

6. Der entstehende Niederschlag bleibt in submikroskopischen Dimen- 
sionen bzw. in kolloidaler Lésung. Die Einwirkung von Ammoniak hat 
keine Verainderung des Fiarbebildes zur Folge (unechte ,Diffus- 
farbung*, Abb. 1). 

Diesem Schema lassen sich nahezu alle Erscheinungen einfiigen, die bei 
Vitalfarbung der Zellen héherer Pflanzen mit basischen Farbstoffen beob- 
achtet worden sind. Natiirlich wird es, zumal unter den niederen Pflanzen, 
Sonderfialle geben, wie z. B. die von Héfler und Kinzel (1960) be- 
schriebenen Zellsifte der Rotalge Dasya squarrosa. 

Eine iiberlegende Betrachtung der obenstehenden Reihe 1—6 zeigt, da 
hier zwei Prinzipien wirksam sein miissen: Am einen Ende der Reihe steht 
die Bildung einer molekular-léslichen Verbindung. Dieses Verhalten zeigen 
die flavonhaltigen Zellséfte. Am anderen Ende der Reihe stehen die gerb- 
stoffhaltigen Zellsafte, die eine vollkommen unlésliche Verbindung Farb- 
stoff-Inhaltsstoff geben. Die dazwischen liegenden Ubergiange zwischen bei- 
den Extremen kénnten so zustande kommen, daft in den betreffenden Zell- 
siften verschiedenartige Mischungsverhialtnisse zwischen beiden Typen von 
Verbindungen enthalten sind. Darauf weist die Beobachtung von Bolay 
(1960) hin, da diejenigen gerbstoffhaltigen Vakuolen, die mit basischen 
Farbstoffen dendritenartige Entmischungen zeigen, stets zu Epidermiszellen 
gehdren, die in der Regel auch Flavon enthalten. Diejenigen gerbstoff- 
haltigen Idioblasten, die nur Diffusfarbung (submikroskopische Fallung) 
zeigen, liegen jedoch oft im Parenchym und enthalten kein Flavon. Dem- 
nach wiirde also ein zusatzlicher Gerbstoffgehalt verfestigend auf eine 
Farbstoff-Flavon-Entmischung wirken, wahrend anderseits eine Farbstoff- 
Gerbstoff-Fallung durch einen zusatzlichen Flavongehalt mehr oder weniger 
stark verfliissigt werden wiirde. Da aber die Zahl der méglichen Zellsaft- 
Inhaltsstoffe sehr gro ist, wire es auch méglich, da es Stoffe mit mehr 
,flavonoidem“ oder mehr ,tannoidem* Verhalten mit allen Abstufungen 
dazwischen gibt. Es sei ferner daran erinnert, daf das Farbebild auch von 
den Versuchsbedingungen abhangig ist: wenn der Zellsaft durch Ammoniak 
kiinstlich alkalisch gemacht wird, dann kénnen Flavone ein ,,tannoides* 
Verhalien zeigen, indem sie in Form von Kriimeln ausfallen, die sich im 
MaBe der Abdiffusion des Ammoniak mehr und mehr in die typische 
,flavonoide* Entmischungsform (Tropfen) verwandeln (vgl. S. 184). 

Die einzelnen Farbstoffe zeigen iibrigens verschieden starke Neigung zur 
Bildung von Entmischungen. Bei den schwachen Basen (Rhodamin B und 


13* 
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Neutralrot) ist diese Neigung gréfter als bei den stirkeren Basen (Brillant- 
cresylblau, Toluidinblau und Acridinorange). 

Will man nun die Entmischungsformen bei Vitalfarbung voller Zellsafte 
mit basischen Farbstoffen? diagnostisch auswerten, so wird man 
folgendermafen verfahren kénnen: Liegt eine Diffusfarbung vor. dann 
mu man versuchen, diese durch Behandlung mit Ammoniak (vgl. S. 182) 
zu entmischen. Tritt hierbei eine Entmischung auf, dann kann man die 
Anwesenheit von Flavonoiden und die Abwesenheit von Gerbstoffen 
annehmen. Ebenso ist eine spontane Entstehung von Entmischungstropfen 
(ohne Ammoniakeinwirkung) 
oder von Kristallen zu werten. 

Lat sich eine intensive 
Diffusfairbung mit Ammoniak 
nicht entmischen, dann liegt 
die Vermutung nahe, daf nur 
Gerbstoffe und keine Flavone 
vorliegen. Man wird in die- 
sem Falle gut daran tun, einen 
zweiten ungefirbten Schnitt 
mit einer Coffeinlésung zu 
behandeln, um den Gerbstoff- 
gehalt sicherzustellen. 

Die anderen Fille der 
oben wiedergegebenen Reihe 
1—6 bedeuten allem Anschein 
nach einen zunehmenden 
Gerbstoff- und abnehmenden 


—_ 


Abb. 10. Colchicum autumnale, Blatt, Ober- Flavongehalt der betreffen- 

epidermis. Kugelige und dendritenartige Ent- den Zellsifte bzw. zunehmend 

mischung nach Farbung mit Neutralrot 1 : 10.000 »tannoiden* und abnehmend 

in Leitungswasser und anschliefender Behand- ..flavonoiden“ Charakter der 

lung mit NH,-Dampfen. betreffenden __Inhaltsstoffe. 

Man wird aber auch die 

Méglichkeit in Betracht ziehen miissen, da® sich ein- und derselbe Stoff je 

nach dem Zustand des Zellsaftes (pH, Salzgehalt u. dgl.) verschieden ver- 
halien kann. 

Erweist sich ein Zellsaft vitalfarberisch als ,leer* im Sinne von H 6 f- 
ler 1947 (zur exakten Feststellung des .leeren* Charakters vgl. Héfler 
und Schindler 1955 sowie Kinzel und Imb 1961, S. 424), dann kann 
auf die Abwesenheit aller derartigen Verbindungen geschlossen werden. 


2 Methodische Angaben zur Vitalfarbung finden sich bei Strug ger 1949, dic 
neueren theoretischen Vorstellungen bei Drawert 1956 und Kinzel 1954, 1958, 
1959. Fiir den vorliegenden Fall wird man als Farbstoffe wohl am besten Neutral- 
rot bei pH 7—8 oder Brillantcresylblau bei pH9—10 verwenden. Es sei aber be- 
tont, da eine exakte und sinnvolle Durchfiihrung der angegebenen Reaktionen 
nur auf Grund einiger vitalfarberischer Erfahrung, etwa nach Durcharbeit der 
im Struggerschen Praktikum angegebenen Versuche, méglich ist. 
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In dieser Form stellt die Vitalfarbung von Zellsaéften eine wertvolle 
Erganzung (aber selbstverstandlich keinen Ersatz) der iiblichen histo- 
chemischen Reaktionen dar. Dariiber hinaus ist sie (neben der Ammoniak- 
und der Coffeinreaktion) eine der wenigen Mdglichkeiten. an lebenden 
Zellen chemische Reaktionen durchzufiihren. 

Wie wohl bei jeder Regel auf biologischem Gebiet. so gibt es auch hier 
Ausnahmen und ungeklarte Erscheinungen. So zeigen manche Objekte ein 
uneinheitliches Farbebild: es entstehen etwa mit einen Farbstoff Dendriten. 
mit einem anderen Entmischungstropfen (vgl. Bolay 1960. Tabelle 4). 
Ganz selten kénnen sogar Dendriten und Tropfen in der gleichen Zelle 
vorkommen (Abb. 10). Ungeklart ist ferner das abweichende Verhalten des 
Rhodamin B, bei dem die Neigung zur Entmischung durch Ammoniak nicht 
gefordert, sondern gehemmt wird. Ein interessantes Problem ist auch die 
gegensatzliche Wirkung von Ammoniak. und Coffein: Ammoniak erzeugt 
in gefarbten flavonhaltigen Zellsaften meist Entmischung. nicht aber in 
gerbstoffhaltigen, Coffein hingegen gibt manchmal in gerbstoffhaltigen 
gefarbten Zellsaften Entmischung, verhindert eine solche aber in flavon- 
haltigen Zellsaften (vgl. S. 186 und S. 193). Indessen gehGéren diese letzteren 
Erscheinungen weniger in das Gebiet der Biologie als in das der Kolloid- 
chemie. 


Zusammenfassung 


Eine diffuse Speicherung basischer Farbstoffe in Vakuolen von 
Pflanzenzellen kann in dreierlei verschiedenen Fallen zustande kommen: 

A. Die sogenannten ,leeren“ Zellsifte speichern Farbstoffkationen 
nach dem ,,lonenfallenprinzip* (Héfler 1947, 1949, Kinzel 1959). Der 
Farbton ist hierbei .positiv metachromatisch“ (vgl. Kinzel 1958). Ein 
Zusatz schwacher NH,-Lésung bewirkt eine vitale Entfarbung durch pH- 
Anderung des Zellsaftes und Exosmose der Farbbase (H6f ler 1948). 


B. Bei den sogenannien ,,vollen* Zellsaften im Sinne von H 6 f ler (1947) 
findet diffuse Speicherung meist in solchen Vakuolen statt. die Flavon- 
glykoside, aber keine Gerbstoffe enthalten. Es kommt dabei zu einer 
chemischen Bindung des Farbstoffes an den beireffenden Vakuolen-Inhalts- 
stoff. Die entstehende Verbindung bleibt in echter Lésung. Der Farbton 
ist ,negativ metachromatisch“. Ein Zusatz von Ammoniak hat in diesen 
Fallen in der Regel eine Entmischung zur Folge: Es fallen im Zellsaft 
Trépfchen oder Koérnchen aus, die den gréRten Teil des Farbstoffes, wohl 
noch immer an den Zellinhaltsstoff gebunden, enthalten. 

C. Diffuse Farbspeicherung wurde schlieflich auch bei gewissen Epi- 
dermis- und Mesophyll-Idioblasten beobachtet, die reichlich Gerbstoff, aber 
keine oder nahezu keine Flavone enthalten. Auf Grund friiher (Bolay 
1960) mitgeteilter Beobachtungen war vermutet worden, daf es sich in die- 
sem Falle nur um eine scheinbare Diffusfarbung handle. Die Verbindung 
zwischen den Zellinhaltsstoffen und dem Farbstoff diirfte hier so unléslich 
sein, daf sie in Form einer submikroskopischen Fallung, also in kolloidaler 
GroéRenordnung. auftritt. Diese Vermutung konnte nun durch die Beobach- 
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tung erhiartet werden, daf in solchen Fallen die »Diffusfarbung* durch 
einen Zusatz von Ammoniak nicht entmischt werden kann. 

Die zwei Formen der Diffusfarbung voller Zellsafte (B und C) lassen 
sich mit den sehr zahlreichen Fallen, bei denen es nach vitaler Farbspeiche- 
rung zu mannigfaltigen Entmischungs- und Fallungserscheinungen kommt, 
zu einer liickenlosen Reihe ordnen. An deren Anfang steht die echte Diffus- 
farbung, gefolgt von den Entmischungskugcln, den Dendriten und der 
Kriimelfallung bis zur scheinbaren Diffusfarbung (submikroskopischen 
Ausfallung) am unteren Ende der Reihe (vgl. die Ubersicht auf S. 196 f.). 

Die diagnostische Bedeutung dieser verschiedenen Farbe- 
bilder liegt darin, da sich mit ihrer Hilfe gewisse Schlu@folgerungen auf 
die Art der Inhaltsstoffe der betreffenden Zellsafte ziehen lassen: eine echte 
(entmischbare) Diffusfarbung voller Zellsifte oder eine tropfige bzw. 
kristallinische Entmischung deuten auf einen Gehalt an Flavonoiden 
hin, wahrend feinkriimelige oder submikroskopische Ausfallung (unechte 
Diffusfarbung) einen Gehalt an Gerbstoffen vermuten lassen. Die 
dazwischenliegenden Glieder der angefiihrten Reihe bedeuten dann sinn- 
gemaf verschiedenartige Gemische dieser beiden Verbindungstypen bzw. 
einen mehr ,,flavonoiden* oder mehr ,,tannoiden“ Charakter der betreffen- 
den Inhalitsstoffe. 

Erweist sich ein Zellsaft nach Speicherung basischer Farbstoffe als ,,leer* 
(im vitalfarberischen Sinne), dann kann auf die Abwesenheit aller der- 
artigen Verbindungen (deren gemeinsame Eigenschaft der Besitz phenoli- 
scher OH-Gruppen ist), geschlossen werden. 

Es sei aber nochmals betont, daB diese Vitalfarbe-Reaktionen zwar 
nicht Beweise, sondern nur Hinweise fiir die Anwesenheit der betreffenden 
Substanzen zu geben vermégen. diese aber in vivo. 
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Osmotisch bedingte polare Verlagerungen im Protoplasten 
von Cladophora prolifera 


Von 


Karl H6fler 


Aus der Stazione Zoologica Napoli und dem Pflanzenphysiologischen Institut der 
Universitat Wien 


Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 18. Februar 1961) 


Cladophora prolifera (Roth) Kiitz. bildet kraftige dunkelgriine Rasen 
aus steif aufrechten Stimmchen, die ziemlich gleich hoch verzweigt sind. Die 
cénocytischen Zellen sind sehr grof, in den basalen Thallusgliedern 300— 
400 1, in den Asten 130—300 1 breit und 6—12mal so lang. Die Alge, die 
mit keiner anderen verwechselt werden kann, wiachst in Neapel das ganze 
Jahr an geschiitzten Stellen des Innen- und AuRengolfes auf Steinen meist 
in geringer Sichttiefe, vereinzelt auch in den Posidoniawiesen von 30m 
Tiefe“ (F unk 1927, S. 316), geht aber nicht hinauf bis in die Gezeitenzone 
und meidet starkes Licht. Ich habe mit der Spezies seit 1929/30 mehrfach 
gearbeitet, sie zumal bei meinen vergleichenden Plasmolyseversuchen ver- 
wendet, und habe damals (1932) in der Zeitschrift Protoplasma das Plas- 
molyse f orm verhalten der Zellen beschrieben. 


I. Versuche 


In Stammchen der Alge, die ich drei Tage lang in hypertonischem, 2fach 
eingeengtem Seewasser belassen hatte, beobachtete ich am 19. April 1930 
auffallende Inhaltsverlagerungen. Mein damaliges Protokoll verzeichnet: 
»An der Basis aller Protoplasten waren die Chlorophyllkérper dunkel- 
schwarzgriin angereichert.“ Die Stammehen, die anfangs stark konkav plas- 
molysiert gewesen waren, zeigten im 2fach konz. Seewasser in den oberen 
Zellen nach drei Tagen noch Plasmolyse, die jetzt ziemlich gute kugel- 
konvexe Endform erreicht hatte, waihrend in den tieferen Zellen der Stamm- 
chen die Plasmolyse zuriickgegangen war. Die basale Verlagerung war in 
beiderlei Zellen zu sehen. Bei der Wiederholung der Versuche (19. bis 
22. April 1930) wurden die Stammehen teils aufrecht, teils invers. mit den 
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basalen Enden nach oben, in GlasgefaRen mit 2fachem Seewasser montiert. 
Die oberen, noch plasmolysierten, und etliche weitere, jetzt deplasmolysierte 
Zellen zeigten die polare schwarzgriine Anreicherung im morphologisch 
basalen Zellteil. Im apikalen Teil erschien der Chloroplastenbelag ent- 
sprechend stark gelockert (vgl. Abb. 1—3). 

Cladophora prolifera ist eine recht lebenskraftige und resistente Alge 
und erscheint schon deshalb zur Verwendung bei zellphysiologischen Ver- 
suchen vorziiglich geeignet. Nach Wien 
gebrachtes Material hielt bei der Kul- ind + ig 
tur in Neapeler Seewasser ohne : @. 

Durchliiftung viele Monate lang aus. 
Ich habe im Friihjahr 1930 und dann 

mehrmals zu verschiedener Jahreszeit 

an Material, das aus Neapel gesandt 

worden war, den Grundversuch wieder- 

holt, der sich als sicher reproduzierbar 

erwiesen hat. 

Als ich nun im April 1960 zum 
erstenmal seit 23 Jahren die Statione 
Zoologica wieder bezog, stand die 
Untersuchung der polaren Verlagerung 
auf meinem Arbeitsprogramm. Ich 
sammelie bei der ersten Exkursion am 
14. April eigenhaindig gutes Material 
der dunkelgriinen aufrechten Biischel 
auf einem schattigen Stein 4m unter 
dem Niveau und brachte etwa 2cm lan- 
ge Stiicke von ein und demselben krif- 
tigen Strauchlein in eine Konzentrationsreihe eingeengten Seewassers. Die 
Lésungen waren in gewohnter Weise durch langsames Eindampfen reinen 
Seewassers auf dem Wasserbad bei 65—70°C und volumetrische Mischung 
des (hier auf das 2.87fache) eingeengten mit einfachem Seewasser hergestellt 
worden. 

Die Konzentrationsabhangigkeit der Verlagerungsreaktion war vordem 
noch nicht gepriift worden. Nicht nur in 2,0, sondern auch in 1,9 und 1,8 See- 
wasser trat binnen 2—3 Tagen prachtige Basalverlagerung ein. In 1,7 See- 
wasser zeigten nur einige Zellen die schwarzgriine Anreicherung. In 1,6 See- 
wasser und darunter war die Verlagerung ausgeblieben. In 1,7 Seewasser 
war die hier anfanglich bewirkte Plasmolyse zuriickgegangen; Astchen der 
Alge mit verlagerten Zellen, die aus 1,7fachem in starker hypertonisches, 
2, 5faches Seewasser iibertragen wurden, lieRen da normale Plasmolyse mit 
flach konkaven Buchten eintreten. 

In 1,88 See wasser ergab sich optimale Wirkung. Abb. 1—3 zeigt den 
Erfolg von im Mai 1960 in Wien ausgefiihriten Versuchen; die Verlagerung 
erreichte freilich nicht das optimale Maf wie bei einem Teil der in Neapel 
durchgefiihrten Versuche. Ich wahlte diese Konzentration fiir die Mehrzahl 
der weiteren Versuche. 
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Bei starkerer VergréRerung laRt sich erkennen, da die schwarzgriine 
Fiarbung der Zellbasis durch starke Anreicherung der Plastiden bewirkt 
wird. Cladophora prolifera hat freie Plastiden. In der normalen Zelle ist 
das aus einschichtiger Lage bestehende Mosaik mafig dicht. Man sieht 
groRere und kleinere, rundliche oder vieleckige Plastiden regellos vermengt, 
eine Anordnung in Langsreihen fehlt. Durch den Besitz sehr deutlich sicht- 
harer Pyrenoide erhalten die Plastiden ihre Individualitat (Abb. 4, 5). Die 


Abb. 2. Abb, 3. 


basal verlagerten Plastiden liegen dicht gedrangt und zeigen sich meist in 
Profilstellung. In der oberen, apikalen Zellhalfte erscheint der Belag ent- 
sprechend aufgelockert und die Einzelplastiden (Abb. 5) werden deutlich 
sichtbar. Manche enthalten Starke, andere sind frei von Kérnchen. 

Bei Beobachtung nach mehreren, mitunter auch schon nach drei Tagen 
ist das Plastidengedrange am Zellgrund gelockert, aber das dichte Mosaik 
reicht von der basalen Zellquerwand, scharf abgesetzt, nur bis zu gewisser 
Hohe. Es schlieBt dort unvermittelt an den aufgelockerten Restbelag aus 
Plastiden an, die oft noch friiher als die basalen Plastiden nekrotische Ver- 
anderungen zeigen. 

Im 2fachen Seewasser, wo sich fast allgemein nach 2—3 Tagen 
noch starke Plasmolyse erhalten hat, finden sich zerteilte Protoplasten mit 
axialen, die Teile verbindenden Plasmastrangen. Ich habe wiederholt beob- 
achtet, da hier nur die basalen Teilprotoplasten die schwarzgriine Plastiden- 
haufung zeigen, wahrend die apikalen keine oder nur ganz schwache Ver- 
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lagerungsreaktion erkennen lassen. Die Konturen erscheinen hier ziemlich 
gleichmafRig dick von Plastiden gesaiumt, die sich nur in der Profilansicht an 
den Liangsseiten schwirzlichgriin, in der Flache reingriin prasentieren. In 
den unteren Teilprotoplasten sind bisweilen die apikalen Kuppen ganz 
frei von Plastiden, was erkennen |aft, da der ganze Plastidenbelag hinab- 
geriickt sein muff. 

Basale Schwarzung hat sich in den oberen Zelletagen iiberall eingestellt, 
so auch in Zellen mit noch konkaver Plasmolyse. bei denen die Plasmolyse- 


Abb. 5. 


endform nicht erreicht worden ist. Die Reaktion fehlt nur in den breiten 
unteren Zellen der Stammchen. Diese sind deplasmolysiert oder nur noch 
schwacher als die oberen plasmolysiert. — 

Es galt nun vor allem fesizustellen, wie der Verlagerungseffekt mit den 
plasmolytischen Grenzwerten der Zellen zusammenhangt. Sind die an der 
Zellbasis polar erfolgenden Anreicherungen mit der allbekannten Sys- 
trophe (Kiister 1910, 1956. Germ 1932 f. u. a.) plasmolysierter Gewebs- 
zellen héherer Pflanzen vergleichbar? Ist Hypertonie des Mediums oder 
ist der Plasmolysereiz wirksam? Ich teile zwei von den Versuchen in abge- 
stuften Seewasserkonzentrationen mit, den ersten, der seit dem 14. April 
lief, und den letzten, am 4. Mai 1960 eingeleiteten, bei dem die Lésungs- 
reihe im Grenzbereich feiner, namlich in Stufen von 0,05 Seewasser ge- 
stuft war. 
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Neapel, 14. April 1960 

Die 2—3 cm langen Stémmchen der am Vormittag gesammelten Alge wurden 
in die Flaschchen mit eingeengtem Seewasser eingetragen und nach 30—50 Min. unter 
groBen Deckglasern untersucht. T im grofen Standglas 20°C, in den Flaschchen 
21—22°C. Die Stémmchen nach der Durchsicht in die Flaschchen zuriickgebracht. 

20fach Seewasser: Schéne konkave Plasmolvse iiberall von den obersten 
bis in die unteren Zellen. 

1,8 Seew.: Auch schéne konkave Plasmolyse iiberall. doch in den untersten 
Zellen deutlich schwacher. 

1,7 Seew.: Uberall gute flachkonkave Plasmolyse entsprechend schwacheren 
Grades. 

1,6 See w.: Schwache Plasmolyse in weitem flach-konkaven Bogen; oben iiber- 
all, unten meist Grenzplasmolyse. 

1,5 Seew.: Scheitelzellen und obere Zellen klare Grenzplasmolyse, etwa von 
der 4. Zelletage an meist keine Plasmolyse mehr. 

1,4 Seew.: Keine Plasmolyse, meist auch nicht in den Scheitelzellen; hie und 
da scheinen hier in den Kuppen die Protoplasten ganz minimal abgehoben. 

1,3 Seew.: Nirgends Plasmolyse! 

2,5 Seew.: Starke, tiefbuchtige konkave Plasmolyse. 


Durchsicht des Versuches nach 15 Stunden, am 15. April: 

2,0 Seew.: Allgemein noch Plasmolyse, Konturen zum Teil konvex, zwischen 
geteilten Protoplasten farblose plasmatische Verbindungsfaden; bei ungeteilten oft 
Protoplaste von den Liangsseiten der Zellen weit und flach abgehoben. Die unteren 
Zellen der Hauptiaste zeigen zum Teil keine klare Plasmolyse mehr. 

1,8 Seew.: Jn den Scheitelzellen z. T. noch Plasmolyse, in der Mehrzahl diese 
zuriick, tiefere Zellen etwa von der 3. Etage an durchwegs deplasmolysiert. — Ergeb- 
nis der Durchsicht mehrerer Stémmchen: nur etwa ein Viertel der Endzellen noch 
plasmolysiert, dazu ein Teil der zweit- und drittobersten Zellen. 

1.7 Seew.: Die meisten Zellen deplasmolysiert, weniger als ein Zehntel der 
Scheitelzellen und der nachst obersten noch schwach plasmolysiert, alle in bestem 
Zustand. 

1.6 Seew.: Voéllig deplasmolvsiert, alles intakt. 

1,5 Seew.: Alles unplasmolysiert, ganz intakt. 

1,4 Seew. und 1,3 Seew.: Alles unplasmolysiert, intakt. 


Durchsicht nach weiteren 24 Stunden, am 16. April. T = 20°C: 

2,0 Seew.: Fast allgemein noch starke Plasmolyse, Menisken jetzt ziemlich 
gut konvex, oft halbkugelig; so in allen Scheitelzellen und den Zellen der 2. und 
5. Etage. Von den tieferen Zellen die meisten nur mehr schwach langsabgehoben, 
ein Teil deplasmolysiert. In den oberen Zellen Plasmolysegrad vielfach meBbar. 
z. B. in einer 150—160. breiten Zelle mit zweigeteiltem Protoplasten G = 0.82. 
Jetzt ist basale Schwarzung iiberall, in den konvex und konkav plasmoly- 
sierten Zellen eingetreten. In einer Endzelle mit geteiltem Protoplasten ist nur im 
basalen Teilprotoplasten basale Verlagerung eingetreten, der gréRere obere zeigt 
keine Plasma- und Plastidenanreicherung an der Basis (der Verbindungsstrang der 
Protoplasten ist recht breit, Durchmesser 34, am breiter angeschwollenen Ende 
4 mu). — Alleinige Verlagerungsreaktion in den unteren Teilprotoplasten allgemein: 
manchmal ist deren apikales Ende véllig klar, frei von Plastiden, die samtlich 
hinuntergeriickt sind. 

1.8 Seew.: Meist deplasmolysiert, nur viele Scheitelzellen in der Kuppe noch 
grenzplasmolysiert, da halbkugelige Menisken den unregelmafig konkaven Zellen- 
kuppen noch nicht eingelegt sind. Insgesamt von den Scheitelzellen etwa die Halfte 
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deplasmolysiert, die Halfte grenzplasmolysiert. — Basale Schwiarzung all- 
gemein in den Scheitelzellen und den 2—3 nachsitieferen Zellen. 

1,7 Seew.: Alles deplasmolysiert, nur in einigen Endzellen basale Anreicherung. 
— Bei starkerer VergréRerung und weit offener Blende erscheinen die dicht ge- 
lagerten Plastiden selber schwarzlich. Sie liegen aber in Profilstellung, sind schmal 
linsenférmig. Etwa 90—100 u von der Basalquerwand sind die, auch noch gedrang- 
ten, Plastiden flachig gestellt und griin. 

Bei Ubertragung in stark hypertonisches, 2,5faches Seewasser geben die Zellen 
mit Basalanreicherung, hier und im Stémmchen aus 1,8 und 2.0, normale Plasmolyse 
mit flach konkaven Buchten auch in den unieren Ecken. 

1,6 Seew.: Deplasmolysiert, nirgends Basalverlagerung. 

1,5 Seew.: Keine Plasmolyse und Verlagerung. 


Nach weiteren 60 Stunden am 18, April: 

2,0fach Seew.: Zellen der oberen 3 Etagen noch kraftig und konvex plas- 
molysiert, Urtere Zellen mit Grenzplasmolyse oder deplasmolysiert. In allen 
polare Verlagerung nach der Zellbasis. ,.Ob plasmolysiert oder unplasmoly- 
siert, macht fiir die Reaktion nichts aus.“ 

1,8 Seew.: Deplasmolysiert. Fast in allen Zellen Inhalt basal verlagert. ,,Die 
Endzellen reagieren am besten, auch junge Seitensprosse besonders gut. Reaktion 
allgemein!“ 

1,7 Seew.: Zellinhalte auch grofenteils verlagert, doch Reaktion nicht so scharf 
und nicht so allgemein. 

16 Seew.: Keine Basalverlagerung, nur in zwei von den Scheitel- 
zellen Verlagerung schwach angedeutet. 

1,5 Seew.: Sicher nirgends basale Verlagerung 


1,4 Seew.: Keine Spur von Verlagerung. Hier wie iiberall alle Zellen vollig 
intakt. 


Kontrollen in nativem 1,0 Seewasser stets ohne Verlagerung. 


Revision des Hauptversuches am 23. April: 

20fach Seew.: Prachtig intakt. Basalanreicherung erhalten. Viele Proto- 
plasten noch plasmolysiert, andere deplasmolysiert. 

1.8 Seew.: Alles lebt, deplasmolysiert. In manchen Zellen ungleiche Verteilung 
der Plastiden noch sehr deutlich, z. B. von der Basis 140 weit dicht, dann 100 u 
weit minder dicht, dann locker. In anderen Stammchen Auflockerung weiter vor- 
geschritten. 

1,7 Seew.: Die Basalverlagerung grofenteils zuriickgegangen. Zum Teil ist sie 
noch erhalten, dann ist aber der basale Plastidenbelag sichtlich gelockert, die 
Plastiden stehen auch am Zellgrund im einschichtigen Mosaik. 

1,6 Seew.: Alles lebt, deplasmolysiert, keine basale Verlagerung. 

In dem am 14. April direkt in 2,5fach Seew. eingetragenen Stéammchen ist 
jetzt in den oberen Zellagen alles tot, geschrumpft und nekrotisch geschwarzt. 
Weiter unten in den Stémmchen lebt ein Teil der Protoplasten, einige haben halb- 
kugelige Rundung erlangt. Zur Basalverlagerung ist es nach der jahen Plasmolyse 
nirgends gekommen. — In anderen Versuchen wurde stufenweise plasmolysiert, 
dabei wird auch die Konzentration von 2,5 Seew. ertragen und Basalverlagerung 
tritt auf, 

Neapel, 4. Mai 1960 

Cladophora prolifera, am 3. Mai eigenhandig gesammelt. Versuch nach 1—1% 
stiindigem Aufenthalt der Stammchen in den Flaschchen mit eingeengtem Seewasser 
abgelesen. Witterung kiihler. T = 17°C. 





208 K. Hofler 


t,.9 Seew.: ++ konkave Plasmolyse. 

1,8 Seew.: Uberall konkave Plasmolyse. 

1,7 Seew.: Im oberen Thallusteil iiberall Eckenplasmolyse. Tiefere Zellen der 
Hauptiste unplasmolysiert, aber Langswande seitlich leicht eingezogen. 

16 Seew.: Grenzplasmolyse. Allgemein schwachste Plasmolyse, kurze 
seitliche Buchten. Achsenzellen unplasmolysiert. 

155 Seew.: Keine Plasmolyse; nur 2 von den 10 Scheitelzellen im 
Praiparat haben allerschwichste Plasmolyse. 

1,5 Seew.: Keine Plasmolyse, 2 Scheitelzellen zeigen schwiachste Plasmolyse. 

1.45 Seew.: Nirgends Plasmolyse, auch nirgends in den Endzellen. 

1,4 Seew. und 1,3 Seew.: Ebenso. 


Am 3. Mai in 1,8 See w. eingelegte Stammchen zeigen nach 21 Stunden in den 
oberen 1—5 Zelletagen noch schwache Plasmolyse (gerundete Ecken der Proto- 
plasten, dazu hie und da seitliche Buchten), weiter unten keine Plasmolyse; auch 
vereinzelie Endzellen deplasmolysiert, wahrend die darunterliegenden Zellen der 
2. und 3. Etage noch plasmolysiert sind. Noch keine Verlagerung. 

Am Vortag in 2,0 Seew. gebrachte Stémmchen haben allgemein Plasmolyse. 
Endmenisken konvex z. T. halbkugelig, dazu flache, seitliche Abhebungen. Die 
Protoplasten liegen viel 6fter an den unteren als an den oberen Zellquerwanden 
an; nur manche Protoplasten beiderseits frei. Noch keine Verlagerung. 


Am 5. Mai (nach 54 Stunden) ist basale Anreicherung in 1,8fach, 1,9fach und 
2,0fach Seew. eingetreten. 


Der plasmolytische Grenzwert liegt bei Cladophora prolifera fiir die 
oberen Zellagen bei 1,5fach, fiir die tieferen bei 1,6fach konz. Seewasser. Das 
entspricht genau dem, was Bieb] (1939, S. 84) gefunden hatte. (Am 3. Mai 


fand ich in einer gleichen Reihe fiir Cladophora utriculosa 1,5fach und fiir 
Cladophora corynarthra 1,4fach Seewasser als Grenze.) 

Die Schwelle der Basalverlagerung liegt also deut- 
lich etwas héheralsderanfiaingliche Grenzplasmolyse- 
wert. Osmotischer Wasserentzug in 1,1 bis 1,5fachen Seewasser, der nur 
zu Turgorverlust, aber noch nicht zu Plasmolyse fiihrt, bleibt unwirksam. 
Auch die schwache Plasmolyse in 1,6fach, die nachher bald wieder zuriick- 
geht, geniigt nicht, die Inhaltsverlagerung nach der Zellbasis auszulésen. 

Daf marine Griinalgen bei langerem Verweilen in emgeengtem See- 
wasser einen langsamen Riickgang der anfanglichen Plasmolyse zeigen, ist 
allgemein bekannt. Bieb] hat fiir fiinf Cladophora-Arten in Neapel die 
Deplasmolyse, d. h. die Verschiebung des plasmolytischen Grenzwertes 
innerhalb 24 Stunden untersucht und die Differenz bei unserer Cl. prolifera 
am kleinsten (von 1,5 auf 1,7 Seewasser) gefunden. Bei Cl. utriculosa war in 
seinen Versuchen der Grenzplasmolysewert von 1,6- auf 2,2fach und bei 
den Oberflachenalgen Cl. Bertolonii und Cl. spinulosa von 1,5- bzw. 1,6fach 
auf mehr als 3fach Seewasser hinaufgeriickt. 

Damit stimmen meine Beobachtungen iiber die Geschwindigkeit des 
Plasmolyseriickgangs bestens iiberein. Cladophora prolifera erscheint als 
Tiefenalge. Uber die osmotischhe Resistenzbreite von Oberflaichen- 
und Tiefenalgen verdankt man Bieb] (1936, 1939, 1958) ausfiihrliche 
Beobachtungen. In Konzentrationsreihen verdiinnten und eingeengten See- 
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wassers gebracht, zeigten Tiefenalgen (in Neapel, Helgoland, Plymouth und 
Roskoff) eine Resistenzbreite von etwa 0,5 bis 1,5 Seewasser, Algen der 
Ebbelinie, die standig vom Wellenschlag erreicht werden, eine solche von 
0,3 bis 2,2 Seewasser und Algen der Gezeitenzone, die zeitweise freiliegen 
kénnen, eine durchschnittliche Breite von 0,1 bis iiber 3,0 und fiir Cl. rupe- 
stris von 0 bis 4,0 Seewasser (1958, S. 230). Mir zeigte Cladophora prolifera 
im 24 Stunden-Versuch eine Resistenzbreite von 0,1 bis 2,0, wobei also die 
untere Grenze den Algen der Gezeitenzone, die obere Grenze nur etwa den 
Cladophoren der Ebbelinie entspricht, und die Resistenzbreite immerhin 
weiter als bei den eigentlichen Tiefenalgen gezogen erscheint. Auch Kilte- 
und Warmeresistenz von Cl. prolifera entsprechen nach Bieb| (1939 b) 
iibrigens der der unter der Ebbelinie lebenden Algen und sind enger ge- 
zogen als bei den wahrend der Ebbe freiliegenden Gezeitenalgen. 


In h y po tonischen Lésungsreihen, gleichviel ob mit Neapeler Leitungs- 
wasser oder dest. H,O bereitet, verblieb Cladophora prolifera hinab bis auf 
0,15 Seewasser vollstandig intakt und auch bei 0,1 lebten noch die meisten 
Zellen. 


Der Hauptversuch wurde am 15. April eingeleitet. Das Cladophoren-Material, 
am 14, April vormittags gesammelt, war das gleiche wie in der oben mitgeteilten 
Reihe. Die Stammchen waren 27 Stunden in Flaschchen mit 1 cm hoher Seewasser- 
schicht gelegen; ans helle Licht gebracht, assimilierten solche Stémmchen lebhaft. 
Gleiche Sprosse eines Strauchleins kamen in 1,0, 0,9, 0,8 ... 0,2, 0,1 Seewasser. 

Am folgenden Tag lebten alle Stammchen bis herab auf 0,2 Seew. und erschienen, 
bis auf die beim Auflegen des Deckglases fiihlbar verstarkte Turgeszenz, unver- 
andert. Teilastchen ergaben in 2,0 Seew. durchwegs gute kleinbuchtige Plasmolyse. 

In 0,1 Seew. waren die meisten Zellen von intaktem Aussehen, einzelne End- 
zellen erschienen geschadigt; in 2,0 Seew. waren die meisten gut plasmolysierbar, 
und nur 1/10 bis 1/s der Scheitelzellen war tot. 

Nach dreitigiger Hypotonie-Behandlung brachte ich am 18. April Teilstamm- 
chen eines grofen, seit drei Tagen in 0,2 Seewasser belassenen Straiuchleins zur 
Bestimmung des osmotischen Wertes in die Lésungsreihe eingeengten Seewassers 
von 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7facher Konz. und untersuchte nach 2 Stunden: 

1,7fach Seew.: Alle Zellen plasmolysiert, meist weit abgehobene flache Buchten 
und Konvexrundung an den Querwanden oder in den Ecken. 

1,6fach Seew.: Alles ebenso, konkav plasmolysiert, nur Grad entsprechend 
schwacher. 

1,5fach Seew.: Flach konkav plasmolysiert, doch Scheitelzellen grenzplasmolysiert 
oder ohne Plasmolyse. 

1,4fach Seew.: Meist keine Plasmolyse, nur in 5 unter etwa 50 Zellen des 
Stammchens schwache seitliche Abhebung oder Eckenplasmolyse. 

1,3fach Seew.: Sicher nirgends Plasmolyse. 

1,2fach Seew.: Nirgends Plasmolyse. 

Die Stammchen gehen zuriick in ihre Flaschchen. 


Es lag also der osmotische Wert des vorher in 0,2 Seewasser gehaltenen 
Materials zwischen 1,5 und 1,4 Seewasser. Derosmotische Wert war 
nur ganz wenig herabgesetzt. 
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Eine Wiederholung des Versuches vom 3.—7. Mai, wobei die Cladophora- 
Stammchen 4 Tage in 0,2 Seewasser verweilt hatten. ergab wieder nur ein 
Absinken des Grenzwertes von 1.6 auf 1,35 Seewasser (iiberall Plasmolyse 
in 1,55, 1,50, 1,45, 1,40 Seewasser; in 1.3 Seewasser schwache konkave Plas- 
molyse in den sieben oberen, keine Plasmolyse in den weiteren Zellen). 

Ware in solchen Versuchen der osmotische Wertverlust durch Exosmose 
permeierfahiger Salze aus den Zellsdften in das verdiinnte Seewasser 
zustandegekommen, so lieffen sich die Daten zur Ermittlung der Salz- 
permeabilitét auswerten. Doch soll hier auf die wichtige Frage nicht ein- 
gegangen werden, wieweit der Plasmolyseriickgang im hypertonischen 
Medium und der Wertverlust im hypotonischen bei den Meeresgriinalgen 
durch einfache Salzpermeation zustandekommt und wieweit die Zellen 
regulatorisch eingreifen, d. h. wie weit etwa Salzendosmose und -exosmose 
aktiv ,abgestoppt* werden. Ich will auf mein unverdffentlichtes Beob- 
achtungsmaterial zur Frage bei anderer Gelegenheit zuriickkommen. Bie b|] 
(1956) hat gelegentlich seiner zellphysiologisch-dkologischen Studien an 
Enteromorpha clathrata den Fragenkomplex diskutiert. 

Doch ist in unserem Zusammenhang die folgende Beobachtung von Inter- 
esse. Im verdiinnten Seewasser unterbleibt stets die Basalverlagerung; dafiir 
riicktaber bei Cladophora prolifera, wenn auch spiater und in schwache- 
rem Maf, das Plasma mit Plastiden in den Zellen hinauf und 
der Plastidenbelag wird im unteren Zellenanteil lockerer. Hy potonie 
bewirkt also umgekehrte Reaktion wie Hyptertonie, 
namlich leichte apikalwarts gerichtete Inhaltsverlagerung. 

Die Reaktion war in Versuchen, die ich in friiheren Jahren im Juni und 
Juli in Wien angestellt hatte, viel starker hervorgetreten als in den Neapeler 
Versuchen von 1960. Vielleicht tragt der kiihle und spate Friihling dieses 
Jahres zum Teil daran Schuld. Ich verzichte noch auf die Wiedergabe vonPhotos. 


In Kiirze sei noch auf die Frage eingegangen, wie sich die Basalverlage- 
rung etwa als Teilreaktion in das Gesamtgeschehen der Regeneration und 
Weiterentwicklung der prolifera-Pflanzchen im hypertonischen Medium cin- 
fiigt. Ich habe der Frage — noch nicht wahrend meines zeitlich beschrankten 
Neapeler Osteraufenthaltes, sondern erst nachher — ein paar orientierende, 
linger ausgedehnte Versuche widmen kénnen. In alten und neuen Versuchen 
hat sich gezeigt, da Cladophora prolifera auch bei Kultur im osmotisch 
abweichenden Milieu, d. i. im eingeengten und im verdiinnten Seewasser 
dauernd lebensfahig ist. 


In Neapel konnte der Versuchsverlauf nur vom 14. April bis zum 7. Mai 1960 
bei ungestérter Kultur beobachtet werden. Ich habe sodann reichliches prolifera- 
Material in grofen Standglasern mit reinem Seewasser mit nach Wien genommen 
und hier im Kiihlbecken des Instituts bei geeignet gedimpftem Licht dauernd (bis 
Februar 1961) in gutem Zustand erhalten. Ich habe ferner etliche Versuche in den 
Originalflaschchen von Neapel nach Wien gebracht und weiter beobachtet. Am 
17. Juli wurde dann gutes Material mit nach Bayreuth gefiihrt und dort an einem 
Nordfenster bei gedimpftem Licht und gleichmafig kiihler Temperatur aufgestellt. 
Auch einige der Neapeler Versuche in 2,0 Seew. habe ich bis anfangs August weiter 
beobachtet. 
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Neue Versuche wurden am 3. August eingeleitet.: Die prolifera-Stammchen 
kamen in frische, durch Verdiinnung aus 2,5fach Seew. hergestellte Lésungen von 
1,8 und 2,0 Seew. Die Basalverlagerung stellte sich so wie friiher ein. — In 1,8fach 
Seew. war nach 4 Tagen der Groftteil der Zellen deplasmolysiert, nur 2 Scheitel- 
zellen hatten noch schwache basale Eckenplasmolyse. 

In 2,0fach Seew. waren in einem beobachteten Stammchen 5 Zellen ohne, 4 Zellen 
noch mit guter Plasmolyse; bemerkenswert erschien, daf sich in einer (197 = 2760 u 
langen) Zelle mit dreigeteiltem Protoplasten [0 — 21) + (27 — 102) + (10344 — 197)} 
im kleinen apikalen Stiick keine Verlagerung, im mittleren Teilprotoplasten gute 
Basalverlagerung und im unteren eine leichte Plastidenanreicherung anstatt an der 


Abb. 6. Abb. 7. 


Basis an einer mittleren flachen, nicht durchgreifenden Ringeinschniirung zeigte. 

In 2,5fach Seew., worein das Material stufenweise iibertragen worden war, war 
stirkere, normale Plasmolyse (z. B. vom Grad 0,75 in plasmometrisch mefbaren 
Zellen) erhalten, aber keine Basalanreicherung eingetreten. 

Nach 11 Tagen, am 14. August, zeigte sich in 2,0fach Seew. fast iiberall infolge 
Anreicherung der Plastiden basale Schwarzung. Wenige Scheitelzellen waren schad- 
haft und zeigten die fiir Cladophoren wohlbekannten Erscheinungen partieller 
Nekrose und fraktionierter Wundheilung (vgl. Kiister 1925, 1956. Weissen- 
béck 1939, Fig. 3). 

Es war z. B. die Spitze der Zellen von brauner, gelartiger Masse erfiillt (vgl. 
schon Brand 1901, S. 488), dann eine Zone etwa von der Breite des Fadens mit 
nekrotischer, schwarzlicher Masse, darunter folgte der normal griine und lebende 
Plastidenbelag. 


Protoplasma, Bd. LIV/2 
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In 1,8fach Seew. war nur eine der Scheitelzellen vorne geschwarzt und nekro- 
tisch. Mehrere andere hatten bereits vorn kurze Zellen durch neugebil- 
dete Querwiande abgeschniirt (vgl. Abb. 6)'. 

Die Versuchsflaischchen blieben sodann unberiihrt an ihrem Nordfenster stehen 
bis zum 6. Oktober: In 1,8fach Seew. lebte alle Cladophora prolifera, Die 
Scheitelzellen hatten jetzt vielfach kurze Endzellen abgegliedert 
und oft waren die unteren Zellen zu seitlichen Faden ausgewachsen. — Das Ver- 
suchsflischchen wurde am 7. Oktober zuriick nach Wien gebracht und weiter bis 
zu Anfang Dezember im Kiihlbecken belassen. Am 2. Dezember, also vier Monate 
nach Versuchsbeginn, hat dann Dozent Dr. Url zusammen mit mir noch einige 


Abb, 9. Abb. 10. 


Photos aufgenommen. Abb. 6 zeigt ein Beispiel abgeschniirter Endzellen. Die Basal- 
anreicherung ist in manchen Zellen erhalten. 

Aste vom gleichen Strauchlein, die ebenso lange in 2,0fach Seew. verweilt 
hatten, zeigten zwar keine Zellteilung, dafiir hatte sich aber in mehreren Zellen 
die basale Verlagerung erhalten, ja in einigen war am chloroplastenarmen Apikal- 
ende noch schwache Plasmolyse zu sehen, wobei die glatt halbkugelige Rundung 
der Protoplastenmenisken erkennen lie®, daf die Zellen lebten, Das Bild einer 
solchen Zelle ist in Abb. 7 und 8 wiedergegeben. 


Nach solchen orientierenden Beobachtungen stellt sich das Restitutions- 
geschehen bei Cladophora prolifera etwa folgendermafen dar. 


1 Kiister (1952, S. 471) hat ahnliche inaquale Zellteilungen an Chaetomorpha 
aerea — gleichfalls in Binnenlandkultur — beobachtet, wobei die apikale Zelle 
stets die kleinere wurde und das Langenverhiltnis der Schwesterzellen bis auf 
i:3 sank. 
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Zuerst riickt wie beschrieben der Hauptteil der Masse des Binnenplasmas 
mit Einschlu8 der Plastiden nach der Zellenbasis, wo sich diese bei stark 
reagierendem Material zu einer schwarzlich undurchsichtigen Masse an- 
haufen. Spiter erfolgt eine Lockerung der zuvor dicht gedrangten Chloro- 
plasten und diese riicken nun ringsum bis zu gewisser Héhe an den Lings- 
seiten der Zelle empor (vgl. Abb. 9 und 10. mittlerer Faden): bei ungestértem 
Verlauf wird wohl auch die urspriingliche Verteilung der Plastiden nahezn 
wieder erreicht. 

Recht oft wird sodann spater, zumal in den Scheitelzellen und ihren 
Nachbarn. am apikalen Ende eine abnorm kurze Zelle durch sukzedane 
Querwandbildung abgegliedert (wahrend ja bei der Zellteilung im normalen 
Seewasser zwei ahnlich lange Tochterzellen aus der Mutterzelle hervor- 
gehen?), Es handelt sich um osmotisch induzierte inaquale 
Zellteilungen. Die gréReren. inhaltsreich gebliebenen basalen Zellen 
wachsen nachher zu seitlichen Sprossen aus. 

Ein solcher Reaktionsverlauf wird indes im stark hypertonischen See- 
wasser an verschiedenen Punkten unterbrochen oder gehemmt. Es finden 
sich daher nach langer Versuchsdauer vereinzelt oder zahlreicher Stadien. 
die sozusagen steckengeblieben sind, restliche basale Inhaltshaufungen usw.. 
in welchen das Plasma und die Chloroplasten mehr minder pathologische 
Charaktere aufweisen. 


VII. Vergleich mit anderen marinen Cladophoren 


Wie Biinning (1957) ausfiihrt. ist stabile. .inharente“ Polaritét im 
wesentlichen aus den Studien von Regenerationsvorgangen erschlossen wor- 
den. 

Auf Cladophora bezieht sich Miehes (1905) klassischer Versuch, die 
Polaritat der Einzelzelle nachzuweisen. Er hat in Neapel eine Cladophora 
sp. behutsam — unter langsamem, tropfenweisem Zuflu& konzentrierter 
NaCl-Lésung zum natiirlichen Seewasser — plasmolysiert und. nachdem 
die Protoplasten konvex gerundet und durch Abhebung von den Quer- 
wanden physiologisch isoliert waren, die Plasmolyse durch langsamen Zu- 
fluR von Seewasser und folgende Riickiibertragung in einfaches Seewasser 
wieder zum Riickgang gebracht. Auf solche Weise war die plasmatische 
Verbindung der Nachbarzellen aufgehoben. Es stellte sich dann bald an 
jeder Zellbasis Wachstum ein, das zur Ausbildung blasser, rhizoidartiger 
Gebilde fiihrte; viel spater schwollen auch die apikalen Zellenden an; sie 
wurden dunkelgriin und entwickelten aufrecht wachsende Aste. .Der in 
seine Elemente zerlegte Algenkérper war also jetzt zu einem Haufen von 
Einzelpflanzchen geworden, von denen im typischen Fall immer eines auf 
dem anderen sitzt.“ Bei solcher Restitution haben die Einzelzellen die 


2 Nach Berthold (zit. nach Oltmanns 1922, Bd. 1. S. 348) ist das Scheitel- 
wachstum der Cladophoren bei den verschiedenen Arten nicht gleichmafig scharf 
ausgepragt und am scharfsten bei Cladophora prolifera. Berthold fand da in 
den Segmenten kaum noch Teilungen, so daf fast die ganze Verlangerung der Aste 
auf Rechnung der Scheitelzellen kommt. 
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Polaritat der ganzen Pflanze beibehalten. Die »Integralpolaritat™ (Zi mime r- 
mann 1929), welche dem ganzen Organ oder Organismus zukommt, findet 
sich als ,,Differenzialpolaritat* am Einzelprotoplasten wieder. C z aj a (1939) 
hat spater die Methode der physiologischen Isolierung auf die Sii®waser- 
art Cladophora glomerata iibertragen und hier, nach operativer Isolierung. 
gleichfalls die Polaritat der Zellen nachweisen kénnen. 

Miehes Ergebnisse haben in alle Lehrbiicher der allgemeinen Botanik 
Aufnahme gefunden. Er und seine Nachfolger (Czaja 1930, Leib 1933) 
hatten basale Verlagerungen des Zellinhaltes. wie sie im vorstehenden 
beschrieben wurden, sicher erwahnt, wenn sie ihnen begegnet wiren. 
Stehen also meine Beobachtungen zu denen meiner Vorginger. die mit 
Cladophora arbeiteten, in Widerspruch? 

Miehe hat leider seine Versuchsalge in Neapel nicht bestimmt. Er 
spricht von Cladophora sp., und von Cladophora ohne Angabe der Spezies 
ist iiberall im Schrifttum, wo er zitiert wird, die Rede (Jost 1913, S. 440. 
Kiister 1925, S. 410, Biinning 1953, 1957, S. 3, Troll 1959, S. 668). 

Ich glaube nun, sagen zu kénnen, dafB Miehes Versuchspflanze 
Cladophora utriculosa Kiitz. war. 

Miehe (1905, S. 258) hatte schon 1903 eine marine Cladophora-Art 
gefunden, die im Golf von Neapel sehr gemein ist und in Form von ziemlich 
rigiden Polstern iiberall an Steinen festsitzt“. — Ich habe mit Cl. utriculosa, 
dieser sehr resistenten Art, schon 1930 sowohl in Neapel wie in Plymouth 
(vgl. H6fler 1932) und spater mehrfach wieder gearbeitet. Zehetner 
(1934) hat Cladophora utriculosa aus Santorin am Wiener Institut in einer 
gréReren Versuchsreihe verwendet. In Neapel habe ich dann 1960 in den 
Hauptversuchen gleichlaufend mit Cl. prolifera auch Cl. utriculosa beob- 
achtet. Die Plasmolyse wird hier relativ bald, indem sich die Protoplasien 
von den Querwianden lésen, konvex und geht dann langsam aber deutlich 
rascher als bei prolifera zuriick. Wurden die Stammchen sodann in den 
hypertonischen Lésungen belassen, so erfolgte iiberall Dunkelgriinfarbung 
und meist keulenférmige Anschwellung seitlich oben an den apikalen 
Zellenpolen, die sich anschickten auszuwachsen. Die Reaktion erscheint also 
fast umgekehrt zu verlaufen wie bei prolifera. Ahnliche seitlich-apikale 
Plastidenanreicherung sah ich iibrigens oft an Cl. utriculosa auch schon 
ohne osmotische Impulse am friihlinghaft austreibenden Material. Eine auch 
nur voriibergehende Basalverschiebung der Zellinhalte ware mir nicht eni- 
gangen. 

Andere Cladophoren habe ich seit 1955 bei mehreren Kiistenaufenthalten 
auf Verlagerungsreaktionen gepriift. Ich setzte die Algen in hypertonisch 
eingeengtes (meist 2faches) Seewasser, konnte aber nirgends die mir von 
Cl. prolifera bekannte polare Basalverlagerung wiederfinden. Die Beobach- 
tungen beziehen sich u. a. auf Cladophora refracta Kiitz. (vgl. Luise H 6 f- 
ler 1962), Cl. pumila Kiitz.. Cl. corynarthra Kiitz. und Cl. repens (Fag.) 
Harv. aus Neapel, auf Cladophora pumila aus Elba (vgl. HO fler 1956), 
Cl. Ruchingeri Kiitz. aus Venedig, auf eine unbestimmte Cladophora von 
der Kiiste der Zykladeninsel Mykonos, die wohl dem Verwandtschaftskreis 
von Cl. crystallina angehért. und auf einige Cladophoren von Pereia im 
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Golf von Thessalonike. die ich 1958 frisch in Herrn Koll. Diannelidis 
Laboratorium in 2.0- und 1.8fach Seewasser untersuchen konnte. 

Ich kann all diese Beobachtungen dahin zusammenfassen, daf® sich bisher 
nur an Cladophora prolifera, hier aber regelmafig, die osmotisch ausgeléste 
polare Massenverlagerung nach der Zellbasis hat nachweisen lassen. Es 
zeigt sich auch darin. wie ganz verschieden die cinocytischen Protoplasten 
der einzelnen Cladophora-Arten zellphysiologisch reagieren und wie ver- 
fehlt es wire, die an einer Art festgestellten Reaktionen auf die ganze 
Gattung iibertragen zu wollen. 

Nur an SiiRwasser-Cladophoren aus der fracta-Gruppe hat Schoser 
(1956) in seiner eindringenden cytologischen Studie basale Plasma- und 
Chondriosomenhaufungen wiahrend der Regeneration festgestellt. und zwar 
durch Dichtemessungen am lebenden und fixierten Protoplasien. Orientie- 
rende Beobachtungen aus dem Wiener Institut von Moser (1942) an der 
euryhalinen Cl. fracta hatten in gleicher Richtung gewiesen. 

Wahrend der polare Charakter der Zellen. der sich in den Regenerations- 
vorgangen kundgibt: wohl allen in der Grofgattung Cladophora vereinigten 
Siphonocladialen zukommt. sind also osmotisch auslésbare polare Inhalts- 
verlagerungen bisher nur an Cl. prolifera (und Cl. fracta) beobachtet. — 

Die theoretische Interpretation der Zellpolaritat (vgl. Biinning 1957 
und die dort zitierte Lit.) rechnet heute mit zwei Hauptfaktoren, mit 
chemisch-stofflichen Verschiedenheiten zwischen apikalem und basalem Pol 
bzw. chemischen Gradienten und mit polaren Plasmadifferenzen. 

Biinnineg tritt fiir die Bedeutung der plasmatischen Polaritat ein und 
er verweist auf Vochting (1918), der das Wesen der Polaritat in der 
inneren Struktur des Protoplasmas sah. 

Die beschriebenen polaren Verlagerungen der lebenden Zellinhalte als 
sichtbare Wirkung osmotischer Impulse stellen wohl die primare Rolle des 
Plasmas besonders deutlich ins Licht. 


Fiir die gastliche Aufnahme in Neapel sei dem Direktor der Stazione 
Zoologica Herrn Dr. Peter Dohrn auch an dieser Stelle herzlidier Dank 
gesagt. 
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Uber den Bau des Vakuolensystems einiger 
Cladophora-Arten 


Von 


Alfred Diskus! 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 12. Marz 1961) 


Wie bekannt, ist der Zellsaftraum von Cladophora durch Plasmalamellen 
in eine grofe Zahl von Teilvakuolen gegliedert. An der Peripherie dieses 
aus Wabenvakuolen zusammengesetzten Zylinders findet man die Haupt- 
masse des Protoplasmas mit dem Chromatophor und den Zellkernen. Die 
Teilvakuolen von Cladophora fracta und Cladophora glomerata enthalten 
einen Zellsaft, der sich bei Farbung mit verschiedenen basischen Vitalfarb- 
stoffen gelartig verfestigt und sich dabei kontrahiert. Die kontrahierten, 
polyedrischen Vakuoleninhalte finden sich nach Farbung mit Neutralrot 
sowohl in den peripheren als auch in den tiefer gelegenen Partien des 
»stabilen Plasmaschaumes*. Gicklhorn und Mésch] (1930) haben den 
Farbevorgang und die Kontraktion der Wabeninhalte als erste, und zwar 
an Cladophora glomerata, beschrieben. Ganz ahnlich wie Cladophora 
glomerata verhalt sich auch Cladophora fracta (Moser 1942). 

Die hier mitgeteilten Untersuchungen an einigen marinen Cladophora- 
Arten sollen darlegen, daf ein Vakuolensystem in dieser Art nichi allen 
Vertretern der Gattung Cladophora eigen ist. Erste Ergebnisse sind bereits 
bei Hifler (1956) mitgeteilt worden. Fiir die ersten Versuche standen 
Cladophora utriculosa und Cladophora prolifera zur Verfiigung. Diese 
beiden Formen sind prinzipiell gleich gebaut wie die Siifwasserarten 
Cladophora fracta und Cl. glomerata. Der Zellsaftraum ist gleichfalls in 
Teilvakuolen gegliedert. 

Werden Stammchen von Cladophora utriculosa und Cladophora prolifera 
10 Minuten lang in eine Lésung von Neutralrot 1 : 5000 in Seewasser eih- 
gelegt, so treten mit groRer Regelmafigkeit in fast allen Zellen die kontra- 
hierten, stark rot gefarbten Wabenvakuolen in Erscheinung. Die Waben- 


1 Jetzt: Biologische Forschungsabteilung der Osterr. Stickstoffwerke AG., Linz. 
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vakuolen enthalten demnach wie jene von Cl. fracta und Cl. glomerata 
einen stark speicherfahigen, bei Vitalfarbung sich gelartig verfestigenden 
Zellsaft. 

Mit Cladophora pumila (Abb. 1), einer Art, die Prof. K. Héfler an- 
laBlich eines Aufenthaltes an der Siidkiiste von Elba gesammelt hatte, 
wurden gleichfalls Farbeversuche mit Neutralrot und einigen weiteren 
Vitalfarbstoffen wie Brillantcresylblau und Rhodamin B, ferner mit den 
Fluorochromen Acridinorange und Uranin angestellt. An Cladophora pumila 






































Abb. 1. Abb, 2. 


Abb. 1. Cladophora pumila mit peripherem, netzférmigem Chromatophor; der 
zentrale Zellsaftraum ist von einem grofmaschigen Plasmawabenwerk erfiillt. 
Abb. 2a. Cladophora pumila. Nach Farbung mit Neutralrot 1 : 5000, in Seewasser 
gelést, werden die gefarbten und kontrahierten Inhaltskérper der peripheren Grenz- 
schichtvakuolen sichtbar. b. Cladophora pumila. Neutralrotfarbung. Bei tiefer Ein- 
stellung wird das zentrale Plasmanetz sichtbar. An der Peripherie liegen die 
gelartig verfestigten und gefarbten Grenzschichtvakuolen. 
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treten nach Farbung mit Neutralrot in Seewasser (Verdiinnung 1 : 5000) die 
schon bekannten polyedrisch kontrahierten Inhalte der Teilvakuolen in 
allen Zellen auf. Allerdings sind bei dieser Art die Teil- 
vakuolen, welche kontrahierbaren, speicherstoff- 
fiihrenden Zellsaft besitzen, auf die Peripherie der 
Zelle beschrankt (Abb. 2a). Die tiefer liegenden, beden- 
tend gréReren Plasmawaben bleiben nach Farbung mit 
Neutralrot entweder ungefirbt oder es kommt zu einer 
schwachen Kriimelspeicherung, bisweilen auch zu 
einer schwachen Diffusfairbung (Abb. 2b). Analoge Farbe- 
bilder erhalt man nach Behandlung der Zellen mit Brillantcresylblau 
1: 10000, in Seewasser gelést. Rhodamin B ist weniger gut zur Farbung 
dieser Grenzschichtvakuolen geeignet. Nach ‘%stiindigem Aufenthalt der 
Zellen im Farbbad zeigten sich die ersten Ansiize einer Fairbung und Kon- 
traktion der peripheren Plasmawaben. Die tiefer gelegenen zentralen 
Kammern blieben bei Rhodaminbehandlung stets ungefirbt. Der Inhalt 
der Grenzschichtvakuolen speichert Vitalfarbstoffe wie Neutralrot und 
Brillantcresylblau sehr intensiv. Gegeniiber dem von Speicherstoffen offen- 
bar freien zentralen Wabenvakuom besteht somit eine starke Speicher- 
konkurrenz. 

Eine Behandlung von Cladophora pumila mit Lésungen von Acridin- 
crange 1: 3000, in Seewasser gelést, bewirkt an den peripheren Grenz- 
schichtvakuolen gleichfalls eine Farbung und Verfestigung des Vakuolen- 
inhaltes. Im Hellfeld erscheinen die konirahierten Inhaltskérperchen hell 
his kraftig braungelb, im UV-Licht strahlen sie rot. Daf es sich bei den 
peripheren Plasmawaben dennoch um Riiume mit einem ,,vollen* Zellsaft 
handelt, zeigen Entfarbeversuche mit CaCl,-Lésungen und mit Ammoniak. 
Das vom Vakuoleninhalt gespeicherte Neutralrot ist weder durch CaCl. 
noch durch n/10 normale Ammoniaklésung zu entfernen. Die Zugabe von 
n/50 Ammoniak bewirkt vielmehr, daf bei Gegenwart von Neutralrot die 
Kontraktion und Farbspeicherung besonders rasch und kraftig erfolgt. Die 
Bindung des Neutralrot an den sich verfestigenden Vakuoleninhalt ist 
gewiff chemischer Natur, wenngleich die rote Fluoreszenz der mit Acridin- 
orange tingierten Inhaltskérper vorerst eine clektroadsorptive Bindung 
anzudeuten scheint. Ein Ionenfallenmechanismus ist mit Sicherheit auszu- 
schlieBen. Rhodamin B, welches die Grenzschichtvakuolen ebenfalls anzu- 
firben imstande ist, ist beim pH des Seewassers nicht dissoziiert und kann 
schon aus diesem Grunde keinen Ionenfalleneffekt liefern. 

Recht aufschluBreich waren Zentrifugierungsversuche. Moser (1942) 
zentrifugierte Cladophora fracta 15 Minuten lang bei 2500 Touren und 
stellte fest, da® sich der ,stabile Plasmaschaum“ nicht verlagern 1aBt. 
Gleiches haben bereits Gicklhorn und Méschl (1930) nach Schleu- 
derung von Cladophora glomerata-Zellen gefunden. Derartig stabile Plas- 
mastrukturen sind indes auch bei Desmidiaceen zu finden. Kiermayer 
(1954) konnte unter anderem an Micrasterias rotata, M. denticulata, M. 
americana, M. apiculata, M. truncata, an Tetmemorus granulatus und be- 
sonders regelmafig an Pleurotaenium truncatum und Spirotaenia conden- 
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sata ein relativ stabiles Plasmawabenwerk im zentralen Zellsaftraum nach- 
weisen. Gleich dem ,,stabilen Plasmaschaum“ der Cladophoren ist auch das 
Plasmawabenwerk der Desmidiaceen durch die bei schonender Zentrifu- 
gierung auftretende Massenbeschleunigung nicht verlagerbar, wenngleich die 
bedeutend massigeren Chromatophoren der Desmidiaceen wahrend der 





























Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Cladophora pumila nach Zentrifugierung und anschlieRender Farbung mit 
Neutralrot 1 :5000, in Seewasser gelést. Zentrifugal die Masse des Zytoplasmas, 
anschlieBend daran der Chromatophor mit den Grenzschichtvakuolen. Die Inhalte 
dieser Waben sind rot gefarbt und kontrahiert. Das zentrale Plasmanetz blieb 
unverlagert. 
Abb. 4. Mit Neutralrot gefarbte Zelle von Cladophora pumila, anschliefend in 
1,0mol Traubenzucker plasmolysiert. 
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Verlagerung das zarte Plasmanetz bisweilen zerreifen kénnen (K ie r- 
mayer 1954, 216). 

Bei allen bisher beobachteten Fallen von stabilen Plasmawaben handelt 
es sich um mikrosomenfreies, bei Beobachtung mit den iiblichen optischen 
Hilfsmitteln als hyalin zu bezeichnendes Plasma. Auch Plasmastrémung 
wurde bislang an solchen stabilen Plasmastrukturen nicht beschrieben. Dies 
trifft auch fiir das von Molisch (1917) beschriebene Plasmamosaik der 
Raphidenzellen von Haemaria discolor zu, vgl. Diskus u. Kiermayer 
(1954). Moser fand nach Zentrifugierung von Cladophora fracta die Chloro- 
plasten stets am dufersten zentrifugalen Ende der Zellen, wihrend die 
Wabenvakuolen sich nicht verlagerten. Nach Zusatz von Neutralrot zu 
solcherart vorbehandelten Zellen erscheinen die kontrahierten Teilvakuolen 
vorerst am zentripetalen Ende der geschleuderten Zelle. Jedenfalls sei fest- 
gehalten, da bei Cladophora fracta die kontrahierbaren Vakuoleninhalte 
sich nicht verlagern kénnen, da es sich um den Inhalt des auch bei Schleu- 
derung ,stabilen* Plasmanetzes handelt. Die periphere Plasmaschicht mit 
den Chromatophoren ist auf dem darunterliegenden stabilen Plasmaschaum 
leicht verschiebbar. 

Ich habe in a&hnlicher Weise Zentrifugierungsversuche mit Cladophora 
pumila durchgefiihrt. Ein Stammchen wurde zwischen die Hialften eines 
Korken eingeklemmt und dieser auf das Zentrifugenréhrchen aufgeseizt, 
so da die Astchen mit den Spitzen nach unten im Zentrifugenréhrchen hin- 
gen. Dadurch sollte cine Verlagerung des Zellinhaltes méglichst in der 
Langsrichtung der Zellen erreicht werden. Nach stiindigem Schleudern bei 
2500 Touren hatte sich in fast allen Zellen die Hauptmasse des Protoplasmas. 
die Chromatophoren und — wie nach Zusatz von Neutralrot ersichtlich — 
auch die Masse der Grenzschichtvakuclen zentrifugal verlagert. Das zentrale 
Plasmanetz war nicht verlagert (Abb. 3). Es zeigt sich somit am Vakuom von 
Cladophora pumila eine Differenzierung in zwei Schichten. Peripher, etwa in 
gleicher Ebene wie die Chloroplasten, findet sich eine Schicht von kleinen 
Plasmawaben, die den auch bei anderen Cladophora-Arien fesigestellten 
kontrahierbaren und stark farbbaren Zellsaft enthalten. Diese ,,Grenz- 
schichtvakuolen“ sind aber, zum Unterschied vom ,,stabilen Plasmaschaum“ 
anderer Cladophoren, gemeinsam mit dem Zytoplasma und den Chromato- 
phcren durch Zentrifugierung verlagerbar. An das periphere System der 
Grenzschichtvakuolen schlie®t nach innen ein zentraler, in Waben geglie- 
derter Hohlzylinder an. Dieses Vakuolensystem enthalt keinen speicher- 
fiihigen, sich gelartig verfestigenden Zellsaft. Die Waben sind lediglich 
schwach tingierbar. Bei Zentrifugierung verhalt sich dieses zentrale Plasma- 
netz gleich dem ,stabilen Plasmaschaum“ von Cladophora fracta oder 
Cladophora glomerata. 

Nach Farbung der geschleuderten Zellen von Cladophora pumila mit 
Uranin 1 : 10000, in Seewasser gelést und auf pH 4,8 gepuffert, leuchten im 
UV-Licht die Pyrenoide, wie gewohnt, gleifend griin, ebenso die am aufer- 
sten zentrifugalen Ende befindliche Plasmamasse. Die Plasmalamellen des 
zentralen Plasmanetzes fluoreszieren zufolge der Zartheit und der geringen 
Schichtdicke nur schwach griinlich. Die peripheren Grenzschichtvakuolen 
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waren mit Uranin nicht nachzuweisen. Offenbar besitzt deren Inhalt kein 
Speichervermégen fiir Uranin. 

Zur Frage, ob die Kontraktion der Grenzschichtvakuolen bei Farbung 
mit Neutralrot ein vitaler oder pramortaler Effekt ist. wurden Versuche 
init frisch gesammelter Cladophora fracta durchgefiihrt. Nach Vitalfarbung 
mit Neutralrot farben sich die den Grenzschichtvakuolen analogen Plasma- . 
wabeninhalte gleichfalls regelmafig an. Die Farbung und Kontraktion des 
Zellsaftes ist vor allem in den Endzellen zu beobachten, wogegen Altere 
Zellen vielfach nur Kriimelspeicherung erkennen liefen. Wie auch Moser 
(1942) feststellt, ist die Koniraktion und Farbung des Inhaltes der Waben- 
vakuolen ein irreversibler Vorgang. Im unbehandelten Zustand ist in den 
Wabenvakuolen kein fester Zellsaft zu erkennen und wahrscheinlich auch 
nicht vorhanden. Der Zellsaft farbt und verfestigt sich erst bei Zusatz von 
Neutralrot oder Brillancresylblau. Der Vorgang verandert den Lebens- 
zustand der Zelle gewif nicht. Zellen mit solcherart ausgefarbten und kon- 
trahierten Grenzschichtvakuolen sind mit 1,.0mol Traubenzuckerlésung 
normal plasmolysierbar (Abb. 4). Sicherlich ist die Kontraktion und Farbung 
der Wabenvakuolen ein irreversibler, jedoch bei unveranderter Vitalitat vor 
sich gehender Vorgang, vergleichbar etwa der Gerbstoffallung in S pirogyra- 
Zellen durch Zusatz von Coffein. 


Zusammenfassung 


Der Zellsaftraum von Cladophera utriculosa und Cl. prolifera is! wie 
der von Cl. fracta und Cl. glomerata durch Plasmalamellen vakuolig zer- 
teilt. Diese Vakuolen bilden ein stabiles Plasmanetz. Der Inhalt dieser Teil- 
vakuoclen speichert basische Vitalfarbstoffe wie Neutralrot und Brillant- 
cresylblau und kontrahiert sich dabei zu polyedrischen, gelartig verfestigten 
Gebilden. Das Plasmawabenwerk von Cladophora pumila ist dagegen in 
zwei Schichten gegliedert. Lediglich das periphere, in Héhe der Plastiden 
gelegene Plasmaneiz enthalt jenen Zellsaft, der sich bei Zusatz von Neutral- 
rot farbt und kontrahiert. Das zentrale Vakuom wird von einem an 
Speicherstoffen armen Plasmawabensystem gebildet. Dieses verhalt sich bei 
Zentrifugierung so wie der .stabile Plasmaschaum“ der Cladophora fracta 
oder Cladophora glomerata. 
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Eiweifkérper in Neomonospora furcellata 
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Mit 4 Textabbildungen 


(Kingegangen am 15. Marz 1961) 


Eiweifkristalle und -spindeln in Cormophyten wurden schon oft be- 
schrieben. Bei vielen Pflanzen, wie Nicotiana (vgl. Ba wden 1956), einigen 
Cactaceen (Weber und K enda 1952, a, b), Alliaria (Mili éié 1956) treten 
diese Eiweifigebilde meist in der Epidermis und Subepidermis auf, wenn 
der Stoffwechsel der Pflanze durch Virusinfektion modifiziert wurde, bei 
anderen Pflanzen wiederum wie z. B. bei Valerianella (Thaler 1954) 
stellen sie ein Artmerkmal dar. 

In Algen wurden Eiweifkristalle zum ersten Mal von Cramer 1861 
in Bornetia secundiflora, die in Kochsalz- oder Weingeistlésung 
aufbewahrt wurde, gesehen. Cohn 1867 hat sie bei derselben Pflanze in 
lebenden Zellen beobachtet. Die ausfiihrlichste Arbeit iiber die Verbreitung 
der Eiweiffkristalle in Meeresalgen stammt von Klein 1882. Er unter- 
suchte vor allem Herbarmaterial, in dem sich die Eiweifkristalle gut er- 
halten haben. Wakker 1888, Berthold 1886, Kiister 1899, Ernst 
1904 berichten iiber die EiweiRgebilde in Codium und Derbesia, Ch e- 
min 1931 iiber die in Cladophora. Molisch 1926 beschreibt Eiweif- 
spindeln und cytoplasmatische Einschliisse in einer Vaucheria-Art. Bei 
einigen Ceramiaceen wurden sie zum ersten Mal von Dammann 1932 
beobachtet. In der Monographie der Ceramiaceen von Feldmann- 
Mazoyer 1940 werden die Eiweifkristalle in einem eigenen Kapitel 
behandelt. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage: Sind die Eiweif- 
kristalle der Algen auch mit einer Virusinfektion in Zusammenhang zu 
bringen oder handelt es sich bei ihnen um Reservestoffe? 

Wiahrend eines vierwéchigen Aufenthaltes in der Zoologischen Station 
in Neapel habe ich mehrere Algenarten auf das Vorkommen von Eiweif- 
kristallen untersucht. wobei mir eine Ceramiaceae, Neomonospora fur- 
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cellata! wegen ihrer unberindeten Zellen als giinstiges Versuchsobjekt er- 
schien. Es stand mir diese Rotalge aus dem Hafengebiet (den Buchten am 
Posillipo und langs der Via Caracciolo) zur Verfiigung: sie kommt dort 
epiphytisch auf verschiedenen anderen Algen vor. 

In den mehrkernigen Zellen von N. furcellata (iibrigens auch in N. pedi- 
cellata) findet man, mehr oder weniger stark von Plastiden verdeckt. die 
Eiweifkristalle. Sie wurden bei N. furcellata zum ersten Mal von F eld- 
mann-Mazoyeret Meslin 1939: 30 wie folgt beschrieben: .On trouve 
également ...de beaux cristalloides protéiques de forme losangique a angles 
tronqués, de 7 X12, ou de forme plus ou moins pentagonale ou hexa- 
gonale et de plus petite taille: 47 wu.“ Sie zeigen oft auch unregelmabige 
Formen und liegen haufig zu mehreren beisammen. 

In alteren Zellen sind oft bis zu 100 solcher Kristalle verschiedener Grie 
zu finden. 

Auer diesen schon bekannten hexagonalen oder kubischen Kristallen 
konnte ich in den tetrasporangientragenden Neomonospora-Pflanzen auch 
Einschliisse anderer Art beobachten. 
Es sind dies Spindeln und Stiibe. die 
aus mehreren paralellen Fibrillen be- 
stehen und dadurch lingsgestreift aus- 
sehen; ihre Enden sind schriig abge- 
plattet (Abb. 1). Diese Einschliisse sind 
nur vereinzelt anzutreffen und finden 
Abb. 1. Zelle mit Plastiden und Eiwei8- sich jeweils, soweit ich beobachten 

einschluRk6rpern. konnte, vorwiegend in den jiingeren 

Zellen des Thallus. Im lebenden Zu- 

stand ist wegen der grofen Anzahl der eng aneinanderliegenden Plastiden 
cine Beobachtung auBerst schwierig. Daher wurde auch mit Pfeifferschem 
Gemisch fixiertes Material untersucht. Die Spindeln bleiben nach dieser 
Fixierung zum Grofteil erhalten, erscheinen nur etwas schraubig verdreht. 

Im sauren Bereich farben sich die hexagonalen Kristalle wie die Spindeln 
mit Fuchsin stark an, im alkalischen sind die Kristalle nur schwach rosa. 
die Spindeln erscheinen ungefarbt. Umgekehrt sind mit dem basischen 
Farbstoff Toluidinblau die Spindeln und Kristalle nicht anfarbbar, sie 
nehmen ihn erst in schwach saurem Farbbad (pH 3.6) an. 

Verdauungsversuche wurden mit Trypsinlésung (0.3% ‘Trypsin in 0.3% 
Na.CO,) und mit Pepsin (04% Pepsin in 0.3% HCl) durchgefiihrt. Mit 
Trypsin wurden Spindeln und Kristalle allerdings erst nach einigen Tagen 
verdaut, wahrend mit Pepsin kein Verschwinden der Kristalle festgestellt 
werden konnte. Die Membran quillt auBerst stark und es wire denkbar. 
daB dadurch das Pepsin nicht in das Zellinnere gelangt. Im Polarisations- 
mikroskop zeigen die Spindeln und Stabe negative Doppelbrechung. Alle 





1 Der Name dieser friiher oft als Griffithsia furcellata J. AG. bezeichneten 
Rotalge ware in Corynospora furcellata zu andern. wenn man sich der von KYLIN 
1956 : 385,583 vorgeschlagenen Neugliederung der sogenannten Griffithsia-Gruppe 
anschlieBt. Dann ware namlich der Gattungsname Neomonospora in die Synonymie 
des alteren Gattungsnamen Corynospora J. AG. zu stellen, 
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diese genannten Eigenschaften deuten darauf hin, da die Spindeln Eiweifi 
enthalten. 

Die Eigenfluoreszenz mehrerer Rotalgen, darunter auch die der 
Griffithsia-Gruppe wurde von Wimmer und Hé6fler 1953 eingehend 
untersucht. ,,Bei starker Vergréferung erkannte man, daf die Rhodoplasten 
anfangs allein rosa gefarbt waren, daf aber mit fortschreitender Degenera- 


Abgestorbene Zelle mit Nadelbiischel. 


Abb. 3. Fadengeflecht aus Eiweif in einer toten Zelle. 


tion der Farbstoff andere Zellinhalte farbt.* (S. 629, 630.) Die lebenden 
Zellen von Neomonospora sind im UV-Licht leuchtend orangerot, die toten 
Zellen auffallend hellgelb. Eiweifspindeln und Kristalle besitzen keine 
Primiarfluoreszenz, fluoreszieren aber in toten Zellen durch den von ihnen 
aufgenommenen Farbstoff gelb. Im fixierten Material zeigen Kerne und 
Kristalle blaue Primirfluoreszenz. In bereits abgestorbenen Zellen findet 
man aufer den oben beobachteten Spindeln bzw. Stabchen parallel ge- 
lagerte, farblose Kristalle, die ebenfalls Eiweifreaktion geben (Abb. 2). Um 
Phykoerythrinkristalle diirfte es sich nicht handeln, weil sie niemals roten 
Farbstoff enthielten und sich auch in der Form von den gelegentlich auf- 
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tretenden, kleinnadeligen, dunkelgefarbten Phykoerythrinkristallen unter- 
scheiden. In fixierten Algen sind diese Kristalle nicht zu sehen, wohl aber 
kann man in solchen wie auch in abgestorbenen zarte Faden beobachten, die 
haufig an den Polen der Zellen zu finden sind und die Eiweifreaktionen 
geben (Abb. 3). Sie erinnern an Fadennetze. die von Weber und Kenda 
1952 bei einer viruskranken Rhipsalis cereuscula-Pflanze beschrieben 
. wurden. 

Ob diese Eiweiffspindeln und -staébe Anzeichen einer Viruskrankheii 
sind, ist nur durch Uberimpfung des Preffsaftes spindelhaltiger Exemplare 
auf spindelfreie zu erklaren. Leider konnie dieser Versuch wegen Zeit- 
mangel nicht durchgefiihrt werden. Eine Ubertragung des Preftsaftes spin- 

delhaltiger Pflanzen auf junge Tabakpflan- 

zen verlief, wie vorauszusehen war, negativ. 

Die pathologischen Formen von Neomono- 

spora furcellata, die verhaltnismaftig hiufig 

im Golf von Neapel vorkommen, hat schon 

Funk 1955 beschrieben und abgebildet. Bei 

diesen Anomalien handelt es sich vor allem 

um Verkriimmungen, Anschwellungen der 

Zellen, aus denen wieder neue Zellreihen 

hervorsprossen. Die miffgebildeten Zellen 

zeigen neben den iiblichen Kristallen Ei- 

weifstiibe und Spindeln (Abb. 4a,b). Cyto- 

plasmatische Einschliisse, insbesondere x- 

bodys, die fiir viruskranke Pflanzen be- 

sonders charakteristisch sind, fehlen aller- 

dings. Ziegler 1961 beobachtete in den 

Zellen von Nitophyllum punctatum und N. 

2 micropunctatum spindelférmige Inhaltskér- 

ah: te Seana Sanne per und U-Schleifen, Sie schreibt (S. 299): 

mit Eiweifkristallen. tees ee SOS ; : 

Si hh Mende iste Fiir eine Virusinfektion spricht allerdings. 

mit spindelférmigen und wiirfe- daf nicht alle Pflanzen Eiweiffspindeln haben 

ligen Eiweifkristallen. und daf? diese auch in einzelnen Thallus- 

stiicken in verschiedener Hiaufigkeit auf- 

treten.“ Das gleiche ist auch fiir Neomonospora furcellata anzunehmen. Es 

wire méglich. da& das Virus nicht immer stark virulent ist und daher die 
Alge nicht immer Krankheitssymptome zeigt. 

Die biolcgische Bedeutung der hexagonalen Kristalle ist noch immer un- 
geklart. Klein 1882 halt sie fiir Reservestoffe, weil man bei Acetabularia 
die Kristalle nur in solchen Exemplaren findet. die noch keine Sporen ge- 
bildet haben. Offenbar werden die EiweifkristaHe hier verbraucht. Bei 
anderen Algen wurde dies nie beobachtet. So berichtet Berthold 1886. 
daB® bei manchen griinen Meeresalgen die Kristalle erst in der Zeit der 
Fruktifikation entstehen. Er halt sie nur fiir Ausscheidungsprodukte. 
Chemin 1931 halt die Eiweifkristalle der Cladophora fiir das Resultat 
einer Ubersattigung des Zellsaftes an Proteinsubstanzen. die gelegentlich 
als Reservestoffe verwendet werden. Neomonespora furcellata, die ich durch 
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zwei Monaie hindurch in Glasern in Kaltwasserbecken im Institut weiter 
kultivierte, hatten in dieser Zeit noch sehr schén die Eiweiftkristalle aus- 
gebildet; in der Zeit der Tetrasporangienbildung werden sie allerdings 
stark vermehrt, so da man eine ausgesprochene Reservestoffnatur der 
Kristalle bezweifeln méchte. Eigene Versuche, die Bildung der Eiweif- 
kristalle durch Zufuhr stickstoffhaltiger Verbindungen zu ermdglichen, 
schlugen allerdings fehl, da die Algen selbst nach Zusatz von nur 0,05% 
Glykokoll oder 0,1% Ammonnitrat zum Seewasser bald zugrunde gingen, 
ohne daff sich die Menge der Einschliisse verandert hitte. 


Der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften danke ich fiir die 
gewahrte Subvention, Herrn Prof. Dr. Héfler fiir die Uberlassung des 
vom Pflanzenphysiologischen Institut Wien gemieteten Arbeitsplatzes. 
Herrn Direktor Dr. Peter Dohrn danke ich fiir die gastlidie Aufnahme in 


dem von ihm geleiteten Institut. 


Zusammenfassung 


In Neomonospora furcellata wurden aufer den bekannten hexagonalen 
und kubischen Eiweifkristallen auch Eiweifispindeln und -stabe beobachtet. 
Da im Golf von Neapel auch pathologische Formen vorkommen, die eben- 
falls (allerdings nicht immer) diese Eiweifbildungen zeigen, wird cine 
Viruskrankheit vermuiet. 
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Der Einflu8 der Gewebeziichtung auf die Morphologie 
der Hiihnerherzmyoblasten 


I. Die Transformation der Mitochondrien 
Von 


Norbert Weissenfels! 


Aus dem Zoologischen Institut und dem Zenitrallaboratorium fiir angewandte 
Ubermikroskopie der Universitat Bonn 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. Marz 1961) 


Einleitung 

In vitro geziichtete Zellen eignen sich besonders gut fiir vergleichende 
licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen. Aus diesem Grunde 
verwendet man sie auch gerne als Testobjekte auf die Wirkung von Phar- 
maka und ionisierenden Strahlen. Um eine sichere Aussage machen zu k6én- 
nen, muff man aber wissen, welche Veranderungen die Normalzellen allein 
schon durch die Ziichtungsmethode erleiden. Die Zellen eines Gewebeexplan- 
tates wandeln namlich beim Auswachsen auf ihrem neuen, andersartigen 
Substrat ihre Gestalt. ein Vorgang, der sicher eine Umordnung ihrer Innen- 
strukturen zur Folge hat. Die Loslésung der Zellen aus dem Gewebeverband, 
der damit verbundene Funktionsverlust und auch die anormalen Erniah- 
rungsbedingungen verursachen dariiber hinaus noch tiefergreifende mor- 
phologische und physiologische Veranderungen, die man friiher fiir Um- 
und Riickdifferenzierungen hielt (Bloom 1937), heute aber in einer weni- 
ger extremen Auffassung als ..Modulation* bezeichnet (Fawcett 1953). 
An Hand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen soll in der folgen- 
den Arbeit dariiber berichtet werden, wie sich dieser Vorgang auf den Fein- 
bau der geziichieten Zellen auswirkt. 


Material und Methoden 


Myoblasten aus der Herzspitze 9 Tage alter Hiihnerembryonen (weife 
Leghorn) wurden direkt bzw. nach %, 1, 1%, 10, 60 und 90 Kulturtagen 
fixiert. Die 10, 60 und 90 Tage alten Kulturen wurden zunachst in Rolle r- 
tubes gezogen und 2 Tage vor dem Fixationstermin in Maximow- 

1 Herrn Professor Dr. R. Danneel zu seinem 60. Geburtstage in Dankbarkeit 
gewidmet. 


15* 
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Kammern unmgesetzt (Bauer 1954, White 1954). Das Kulturmedium 
setzte sich zusammen aus Hiihnerplasma und einem Nahrungsgemisch, das 
aus der synthetischen Niahrfliissigkeit ,.TCM“* (Morgan, Morton und 
Parker 1950) der Behring-Werke (Marburg/Lahn) bestand, die mit 3% 
Serum aus menschlichem Nabelschnurblut und 5% Hiihnerembryonalextrakt 
versetzt wurde. Die Zuchttemperatur betrug 37° C. 

Zur Fixierung der explantierten Herzstiickchen und der bis zu 10 Tage 
alten Myoblastenkulturen eignete sich ein Gemisch aus 1%igen Lésungen 
von Osmiumtetroxyd und Kaliumbichromat, das durch 0.9% Kochsalz iso- 
tonisch gemacht und auf pH 7,3 eingestellt wurde (Wohl farth-Botte r- 
mann_.1957). Die 60 und 90 Tage alten Kulturen waren jedoch besser fixiert, 
wenn dem oben angegebenen Gemisch an Stelle des Kochsalzes 3% Trauben- 
und 15% Rohrzucker (Bahr, Bloom und Friberg 1957, Weissen- 
fels 1960) zugegeben wurden. Die Fixierung und Entwasserung der ge- 
ziichteten Myoblasten erfolgte auf den Deckglisern der Maximow- 
K ammern. Danach wurden die Kulturen mit einem Rasiermesser vor- 
sichtig von ihrer Glasunterlage abgehoben, weitgehend von dem umgeben- 
den Plasmakoagulum befreit, in 4 bis 8 Teile zerlegt und schlieBlich in 
Vestopal eingebettet (Kellenberger, Schwab und Ryter 1956). 


Die gesamie Praparation verlief nach folgendem Zeitplan: 


1 Stunde Fixation, 

1 Stunde Physiologische Lésung (nach Pannet-Compton), 
¥% Stunde Aceton 30%. 

% Stunde Aceton 50%, 

3 Stunden Aceton 75% +1% Phosphorwolframsaure + 05% Uranylacetat, 
¥% Stunde Aceton 90%, 

1 Stunde Aceton 100% (dreimal gewechselt), 

1 Stunde 3 Teile Aceton +1 Teil Vestopal W, 

1 Stunde 1 Teil Aceton+1 Teil Vestopal W, 

i Stunde 1 Teil Aceton +3 Teile Vestopal W, 

iiber Nacht Vestopal W+1% Initiator +0,5% Aktivator, 
Einbettung mit diesem Gemisch in Gelatinekapseln, 
Polymerisation 30 Stunden bei 60° C. 


Die Herstellung der Diinnschnitie geschah auf Mikrotomen der Firmen 
LKB, Typ 4801 A (Schweden) und Servall Inc. (USA) mit Hilfe von Glas- 
messern. Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Priaparate er- 
folgte mit einem Siemens-Elektronenmikroskop Typ 100 d, 60 KV, Apertur- 
blende 30 yu. Fiir die Aufnahmen wurde Agfa Agepe-Film vom Format 
6.5 X9cm verwendet. 

Zum Vergleich mit den elektronenmikroskopischen Bildern wurden 
jeweils gleich alte Myoblastenkuliuren phasenoptisch untersucht. 


Die Arbeiten wurden durch eine Sachbeihilfe der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft erméglicht. Herrn Prof. Dr. R. Danneel und 
Herrn Dozent Dr. K. E. Wohlfarth-Bottermann danke ich fiir ihre be- 
ratende Hilfe, Fri. R. Mielke, Frau K. Joppen und Frau J. Kestler- 
Merlin fiir die technische Assistenz. 
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Abb. 1. Ausschnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 14% Tagen Gewebekulitur. 
Neben mehreren teils langs-, teils quergetroffenen Fadenmitochondrien mit quer- 
gestellten Cristae erkennt man in der linken unteren Bildecke ein ringférmiges 
Mitochondrium mit iiberwiegend radiaér angeordneten Cristae, Vergr.: 55.000: 1. 
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Abb. 2. Aussdhnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 1% Tagen Gewebekultur. 
In der unteren Bildhalfte liegt ein verzweigtes Mitochondrium, das ebenso wie die 
iibrigen Fadenmitochondrien quergestellte Cristae enthalt. Vergr.: 55.000 : 1. 
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Feinbau und Verhalten der normalen Mitochondrien 


Die ersten Untersuchungen iiber den Einflu® der Gewebeziichtung galten 
den Mitochondrien. deren Feinbau von Palade (1952) und zahlreichen 
anderen Autoren ausfiihrlich beschrieben und gut bekannt ist (Danneel 
1959). Diese ovalen bis schlauchférmigen Plasmakérperchen enthalien alle 
Atmungsfermente und sind somit wichtige Energielieferanten der Zelle 
(Green 1951. Lahn 1959). 

Die Mitochondrien der Hiihnerherzmyoblasien sind in der Regel 0.3 bis 
0.6 « dick und erreichen in Gewebekultur nach lichtmikroskopischen Messun- 
gen nicht selten eine Linge von 15 « und mehr. Ihre maximale Linge kann 
an Hand von Schnittpraparaten des embryonalen Ausgangsgewebes nicht 
mit Sicherheit bestimmt werden. 

Die Mitochondrien der embryonalen und normalerweise auch der ge- 
ziichteten Myoblasten (Abb. 1 und 2) besitzen eine doppellamellige Hiille. 
Aus dem Innenblatt entspringen zahlreiche, ebenfalls doppelt konturierte 
Septen. die sog. Cristae mitochondriales (Palade 1952. Howatson und 
Ham 1955, Weissenfels 1957), die itiberwiegend quer zur Langsachse 
der Mitochondrien stehen und diese in unvollstandig geschlossene Kammern 
aufteilen. Letztere enthalten eine Grundsubstanz, die Matrix“. Der Ab- 
stand zwischen den einzelnen Cristae und auch das zahlen- und mengen- 
mafRige Verhaltnis der Cristae zur Matrix variiert je nach Funktion der 
Zellen. doch weif man hieriiber noch nichts Genaueres. 

Die Cristae vergréBern die reaktionsfahige Flache der Mitochondrien 
erheblich. An ihnen sollen die Atmungsfermente so geordnet liegen, daf 
die umzubauenden Substrate auf dem kiirzesten Wege von Ferment zu 
Ferment .weitergereicht™ werden kénnen (Watson und Siekevitz 
1956. Barnett und Palade 1957). Diese Theorie ist gut begriindet. denn 
in Mitochondrientriimmern, die man durch Ultraschall herstellen kann, sind 
schr oft bestimmte Enzyme miteinander vergesellschaftet. die also auch bei 
den unverletzten Mitochondrien nahe beieinander liegen miissen (H 0 g e- 
hoom und Schneider 1951). Komplexe Enzymsysteme werden ferner 
bei der Mitochondrienzertriimmerung stets leichter geschadigt als einfache. 

Durch Lebendbeobachtungen wissen wir. da die Mitochondrien ihre 
Gestalt rasch verandern und infolge der Plasmastrémung und der Eigen- 
bewegungen auch ihre Lage im Zellraum. Auf diese Weise kénnen sie die 
in ihnen enthaltenen Fermente mit den im Cytoplasma enthaltenen Sub- 
straten in Beriihrung und Wechselwirkung bringen. 

Zum normalen Verhalten der Mitochondrien kann man auch die Ring- 
bildung rechnen (Abb. 1, links unten), der eine kreisférmige Kriimmung der 
Mitochondrien vorausgeht. deren Endstiicke dann miteinander verwachsen. 
THierbei kann es sich nicht um eine Vakuolenbildung innerhalb eines kugel- 
formigen Mitochondriums handeln, denn man erkennt aufen und innen 
deutlich die doppelt konturierte Hiillmembran. Solche Ringbildungen treten 
aber relativ selten auf. 

Etwas haufiger trifft man verzweigte Mitochondrien an (Abb. 2). Sie ent- 
stehen aus normalen Iadenformen. die an beliebigen Stellen eine oder 
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Abb. 3. Ausschnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 1% Tagen Gewebe- 
kultur. Man erkennt ein hantelférmiges Mitochondrium, dessen Cristae nicht ein- 
heitlich ausgerichtet liegen. Vergr.: 55.000 : 1. 
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Abb. 4, Ausschnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 60 Tagen Gewebekultur. 
3 Mitochondrien enthalten relativ grofe Cristae, die dicht beieinander liegen und 
iiberwiegend in Langsrichtung stehen, Vergr.: 55.000: 1. 
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mehrere Seitenknospen bilden, welche dann rasch auswachsen und im elek- 
tronenmikroskopischen Bild immer regulare Cristae erkennen lassen. Die 
Mitochondrien samt ihren komplizierten Innenstrukturen sind also weit- 
gehend umbaufiahig. 

Die Mitochondrien neigen schlieRlich auch zur Fragmentation, d. h. sie 
kénnen sich innerhalb weniger Minuten in zwei oder mehrere, meist ungleich 
groRe Stiicke aufteilen. Unsere Kenntnisse hieriiber stammen wiederum aus 
phasenoptischen Untersuchungen. In fixierten Schnittpraiparaten kann man 
solche Teilungsstadien verstandlicherweise nur selten antreffen. Im iibrigen 
ist es natiirlich sehr schwierig, aus Zustandsbildern von ultradiinnen Schnii- 
ten, wie sie die Elektronenmikroskopie liefert, auf einen Vorgang zu schlie- 
Ben. Als Teilungsstadien kommen am ehesten hantelférmige Mitochondrien 
in Frage, die im Einschniirungsbereich deutlich eine ungeordnete Lagerung 
ihrer Cristae erkennen lassen (Abb. 3). Entsprechende Bilder liegen auch 
von in vivo entnommenen Myoblasien vor: man kann also annehmen, dak 
die Mitochondrienfragmentation. solange sie in Grenzen auftritt. keine 
Tolge der Gewebeziichiung ist. 

Wiahrend der ersten Kulturwochen verhalten sich die Mitochondrien 
vollig normal; ihr Feinbau lat noch keine nennenswerten Unterschiede 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial erkennen. 


Die Transformation der Mitochondrien bei langerer Kultur 


Nach 60 Kulturtagen findet man in den Myoblasten neben ganz normalen 
haufig auffallend verinderte Mitochondrien. die sich in drei Gruppen ein- 
teilen lassen: 

1. Mitochondrien mit sehr langen Cristae. die dicht beicinander liegen. 
und zwar in der Mitochondrien-Langsrichtung (Abb. 4). 

2. Geschwollene Mitochondrien mit einer oder mehreren Vakuolen (vel. 
Bargmannund Knoop 1960), die vielfach auch schon im Lichtmikroskop 
sichtbar sind. Die Cristae dieser Mitochondrien sind auBergewohnlich lang. 
liegen relativ weit auseinander und verlaufen wellenf6rmig in Langsrich- 
tung der Mitochondrien. Diese Cristae weisen zahlreiche Verzweigungen 
auf und sind an vielen Stellen miteinander verwachsen (Abb. 3). 

3. Ei- bis kugelférmige Mitochondrien mit ungewohnlich groBen Cristae, 
die in dichter Packung parallel zueinander an der Auenhiille liegen und 
einen zentralen Hohlraum umschlieBen (Abb. 6). 

Die transformierten Mitochondrien in den Abb. 4. 5 und 6 kénnen als 
Stufen einer forischreitenden Entwicklung aufgefaBt werden, da zwischen 
iknen gewisse Ubergangsformen angetroffen werden. Der Versuch, die 
verschiedenen Zustandsbilder der transformierten Mitochondrien sinnvoll zu 
ordnen, fiihrt zu folgender Deutung: 

Die Cristae der zunachst noch normalen Mitochondrien wachsen zu 
Beginn ihrer Transformation iibermafRig stark heran und driicken so zu- 
nichst die einhiillenden AuRenwainde weit auseinander. Dabei wird den 
Mitochondrien eine neue Langsrichtung aufgezwungen, die senkrecht zur 
urspriinglichen verlaufi. Bei diesem Vorgang verengen sich die Abstinde 
der Cristae (Abb. 4). 





Abb. 5. Ausschnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 60 Tagen Gewebekultur. 

Das gequollene Mitochondrium enthialt lange, gestauchte Cristae, die teilweise mii- 

einander verwachsen sind, In seinem oberen Abschnitt liegt eine Vakuole. Vergr.: 
55.000 : 1, 
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Abb. 6. Ausschnittsbild eines Hiihnerherzmyoblasten nach 90 Tagen Gewebekultur. 

Die stark gewucherten Cristae des eiférmigen Mitochondriums haben sich in dichter 

Packung an die Innenseite der AuBenhiille gelegt und umschliefen einen leeren 
Bezirk. Vergr.: 55.000 : 1. 
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Wenn die Mitochondrienhiillen mit dem weiteren Wachstum der Cristae 
nicht mehr Schritt halten kénnen, werden die letzteren gestaucht und falten 
sich auf. Hierbei beriihren sie sich mit ihren Seitenflachen und verwadhsen 
in den Kontaktzonen. Infolge des steigenden Innendruckes blihen sich dann 
die Mitochondrien mehr und mehr auf, und es kommt zu einer Vakuolen- 
bildung (Abb. 5). 

Das in Abb. 5 dargestellte Zwischenstadium der Mitochondrien-Trans- 
formation entwickelt sich wahrscheinlich wie folgt zur Endform weiter: Die 
gestauchten Cristae legen sich eng an die Innenseite der Mitochondrienhiille 
an und strecken sich dabei. Im Verlauf dieses Vorganges wird das Mito- 
chondrium ei- bis kugelférmig und weist dann im Schnittbild (Abb. 6) eine 
ringférmige, gedringte Schar von Membranpaaren auf, die cine mehr oder 
weniger strukiurfreie Vakuole umschliefen. Aus dem vorliegenden Bild- 
material ist aber nicht klar zu ersehen, ob die Cristae nach wie vor eine 
Verbindung mit dem Innenblatt der AuBenhiille behalten haben. Hierfiir 
spricht allerdings die Tatsache, daf die Lamellenpaare niemals geschlossene 
Kugeloberflichen bilden, sondern an gewissen Stellen unterbrochen sind, wie 
‘in Abb. 6 am oberen Rande des transformierten Mitochondriums. 

AbschlieBend kann also gesagt werden. daf bei langerer Kultur von 
Hiihnerherzmyoblasten die Cristae vieler Mitochondrien stark vergréfert 
werden. Hierdurch erhalten diese Mitochondrien cin ganz anderes Aussehen. 
Cytochemische Untersuchungen miissen ergeben, ob die Transformation der 
Mitochondrien eine sinnvolle Anpassung der Myoblasten an die Bedingun- 


gen der Gewebekultur darstellt oder ob es sich hierbei um einen pathologi- 
schen Vorgang handelt. 

Die in den letzten Jahren schon mehrfach beschriebenen Gesialts- und 
Strukturveranderungen von Mitochondrien, welche insbesondere nach expe- 
rimenteller Beeinflussung und an pathologischem Material beobachtet wur- 
den, lassen sich mit den vorliegenden Befunden kaum vergleichen und sol- 
len hier deshalb nicht diskutiert werden. 


Zusammenfassung 


Die Mitochondrien von embryonalen Hiihnerherzmyoblasten sind 0,3 bis 
0.6 w dick und bis zu 154 lang. Sie besitzen zahlreiche Cristae, die iiber- 
wiegend in Querstellung angeordnet sind. Die schlauchférmigen Mitochon- 
drien bilden gelegentlich Ringformen und Verzweigungen und neigen zur 
Fragmentation. 

Nach langerer Kultur findet man in den Myoblasten haufig transformierte 
Mitochondrien mit vergréRerten Cristae, die relativ dicht beieinander liegen 
und nun in Langsrichtung stehen. 

Weiterhin wurden geschwollene Mitochondrien mit auergewohnlich lan- 
gen Cristae gefunden, die wellenférmig in Langsrichtung liegen, ferner 
zahlreiche Verzweigungen aufweisen und an vielen Siellen miteinander 
verwachsen sind. Die Entstehung dieser Gebilde kann so erklart werden, 
da® die Cristae schneller heranwachsen als die Mitochondrienhiille, infolge- 
dessen gestaucht werden und sich auffalien. 

Im Endstadium legen sich die Cristae der transformierten Mitochondrien 
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in dichter Packung an die Innenseite der Mitochondrienhiille und um- 
schlieBen einen zentralen Hohlraum. 


Anschrift des Verfassers: Privatdozent Dr. Norbert Weissenfels, Bonn, 
Zoologisches Institut der Universitat, Poppelsdorfer Schlof. 
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Uber das Verhalten der Phosphatasen und Lipasen in 
den Nebennieren von Kaninchen wahrend der 
pharmakologischen Hypothermie 


Von 


J. J. Jonek! 


Aus dem Histologisch-Embryologischen Institut der Universitat Wien 
(Vorstand Prof. Dr. A. Pischinger) 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 20. Marz 1961) 


Die bisherigen Arbeiten iiber das Verhalten der alkalischen und sauren 
Phosphatase und Lipase zeigen, da das Vorkommen von Enzymen in den 
Nebennieren bei verschiedenen Tierarten als nicht ganz gesichert gilt und 
von einem héchst bemerkenswerten Sexualdimorphismus abhangt, der vor 
allem die alkalische Phosphatase betrifft. Die saure Phosphatase in den 
Nebennieren weist auch bei den einzelnen Tierarten grofe Unterschiede 
auf und scheint in der Rinde nur selten vorzukommen. Ahnlich wie bei den 
Phosphatasen scheint sich auch die Lipase in den Nebennieren zu verhalten. 
Gomori [4] sah eine betrachtlich verschiedenartige Verteilung der Lipase 
bei verschiedenen Species. 

Wegen dieser zweideutigen Resultate iiber das Verhalten dieser Enzyme 
in der Nebennierenrinde wurden die Enzyme nochmals untersucht in der 
Hoffnung, wahrend der pharmakologischen Hypothermie gréfere Enzym- 
aktivitatsunterschiede zu erfassen. Auferdem soll diese Arbeit eine Er- 
ganzung zu den schon gemachten morphologischen und _histochemischen 
Beobachtungen in der Nebennierenrinde von Kaninchenweibchen dienen. 
In friiheren Arbeiten wurden die morphologischen Veranderungen sowie 
das Verhalten der Lipoide, Acethalphosphatide, Cholesterin, Vitamin C 
und die Succinodehydrase beschrieben [9, 10, 11, 12]. Die jetzigen Enzym- 
untersuchungen waren notig, um die bisherigen Beobachtungen zu erganzen 
und so ein besseres Bild iiber die Dynamik und Funktion der Nebennieren- 


1 Die Arbeit wurde zur Zeit eines Stipendiumaufenthaltes vom polnischen 
Gesundheitsministerium im Histologisch-Embryologischen Institut der Universitat 
Wien durchgefiihrt. Prof. A. Pischinger danke ich fiir die Erméglichung der 
Untersuchungen und die Beratung in seinem Institut. 





242 J. J. Jonek 


rinde von Kaninchen wahrend der pharmakologischen Hypothermie zu 
bekommen. 


Material und Methode 


Als Untersuchungsmaterial dienten Kaninchenweibchen, die in folgende 
Gruppen eingeteilt wurden: 

Gruppe I: Kontrollgruppe, 3 Kaninchen. 

Gruppe II: 3 Kaninchen, denen Largact:!, Phenergan und Dolantin 
intramuskulir injiziert wurden und 6 Stunden insgesamt der Kalte aus- 
gesetzt. 

Gruppe III: 4 Kaninchen, bei denen 7 Stunden taglich, ahnlich wie 
in Gruppe II, iiber 7 Tage die pharmakologische Hypothermie durchge- 
fiihrt wurde. Die Kérpertemperatur sank bis + 20°C ab. Wiahrend des 
Experimentes wurde auch der oxydoreduktive Zustand des Blutes unter- 
sucht. Die Ergebnisse werden in einer anderen Arbeit besprochen [12]. In 
Gruppe III wurden die Tiere nach dem Experiment bei Zimmertemperaiur 
gehalien, wo es spontan zur Erhéhung der Kérpertemperatur und des 
Blutdruckes kam. 

Nach Beendigung des Experimentes wurden die Tiere durch Dekapiia- 
tion getétet und die Nebennieren unfixiert untersucht. Es wurden im 
Kryostaten Schnitte von ungefaéhr 10 4 gemacht und dann mit folgenden 
Methoden bearbeitet: Alkalische und saure Phosphatase nach Gomori 
und die Lipase nach Pearse [14]. Von den inkubierten Schnitten wurden 
Schwarzweif-Bilder angefertigt. 


Befunde 


In der Nebennierenrinde der ersten Gruppe findet man eine inkonstante 
alkalische Phosphatase-Reaktion, die bei den einzelnen Nebennierenrinden 
von Kaninchenweibchen sehr verschieden ist. Aus den Einzelbefunden iiber 
das Verhalten der alkalischen Phosphatase ist ersichtlich, daf die Reaktion 
nur in der Zona arcuata und fasciculata vor sich geht (Abb. 1). Die Reak- 
tion ist in den verschiedenen Zellen ungleich. Aus den Befunden ist ersicht- 
lich, daf die Reaktion teils im Zytoplasma, besonders deutlich um den Zell- 
kern positiv ausfallt. Eine starkere Reaktion ist nur selten zu sehen; sie 
ist in vielen Fallen nur schwach, kann sogar ganz ausbleiben. Die innere 
Schicht der Zona fasciculata und die Zona reticularis sind praktisch frei 
von alkalischer Phosphatase (Abb. 2). Die saure Phosphatase wurde niemals 
in den Nebennieren von Kaninchenweibchen beobachtei, alle drei Zonen 
zeigten eine negative Reaktion bis auf einige Schnitte, in denen man fleck- 
formige schwarze Ansammlungen fand, die jedoch nicht als charakteristische 
Reaktion beurteilt werden konnten. 

Die Lipaseaktivitat (Twen 80) in der Nebennierenrinde erscheint vor 
allem in der Zona arcuata und fasciculata lokalisiert (Abb. 3). Meistens 
sieht man die Produkte der Lipasereaktion in Form verschiedener Granula. 
AuBerdem beobachtet man in Schnitten eine unregelmaBige schwache, 
fleckige Reaktion, die sich von der Zona arcuata in Richtung der Fasciculata 
erstreckt. Die Lipaseaktivitat in den einzelnen Schnitten ist ungleich und 
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hangt wahrscheinlich von dem mehr oder weniger starken Lipoidgehalt ab, 
der gleichfalls stark wechselt. In der Zona reticularis wurden nur selten 
kleine Lipase-Granula beobachtet, praktisch jedoch scheint sie frei von 
echter Lipase zu sein. 

Gruppe II: Die alkalische Phosphatase ist in der Nebennierenrinde 


Abb. 1. Alkalische Phosphatasereaktion in der Nebennierenrinde von Kaninchen- 
weibchen aus der Kontrollgruppe. Vergr. 100 : 1. 


Nebennierenrinde von Kaninchenweibchen. Vergr. 150: 1. 
Protoplasma, Bd. LIV/2 16 
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von Kaninchenweibchen nach sechsstiindiger pharmakologischer Hypo- 
thermie nur in kleinen Mengen vorhanden. Sie konnte noch in der Zona 
arcuata nachgewiesen werden (Abb. 4). Auferdem beobachtet man eine 
inkonstante fleckige Reaktion von schwacher Intensitét in der auferen 
Zona fasciculata. In der Zona reticularis wurde keine bemerkenswerte 


. 3. Lipaseaktivitaét (Tween 80) in der normalen Nebennierenrinde von Kanin- 
chenweibchen. Vergr. 100 : 1. 
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Abb. 4. Alkalische Phosphatasereaktion in der Nebennierenrinde von Kaninchen 
nach 6stiindiger pharmakologischer Hypothermie. Vergr. 100: 1. 
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Enzymaktivitat beobachtet. Die saure Phosphatase wurde in keiner der 
drei Zonen der Nebennierenrinde von Kaninchen beobachtet. Die Lipase- 
aktivitét ist im Vergleich zur Kontrollgruppe sehr stark herabgesetzt. Es 
wurden nur vereinzelte kleine Granula in der Zona arcuata gefunden. Die 
Zona fasciculata und Zona reticularis ist vollkommen frei von echter Lipase- 
aktivitat. 

In Gruppe II] wurde eine schwache alkalische Phosphatasereaktion in 
der Zona arcuata und Zona reticularis beobachtet. Aus den Einzelbefunden 
ist ersichtlich, da die alkalische Phosphatasereaktion teils im Cytoplasma, 
teils im Zellkern vor sich geht. In der Zona fasciculata wurde keine Enzym- 
aktivitat nachgewiesen. 

Die saure Phosphatase wurde nach sechstagiger Hibernation in der 
Nebennierenrinde nicht festgestellt. 

Die Lipaseaktivitat in den Nebennierenrinden ist sehr schwach und 
wurde nur in der Zona arcuata und Zona reticularis beobachtet. Sie zeigt 
sich in Form kleiner Granula oder als schwache, schwarz-briaunliche Flecken 
an. Die Zona fasciculata scheint frei von histochemisch nachweisbarer 
Enzymaktivitat zu sein. 


Diskussion 


Es wurden die Befunde iiber das Verhalten der alkalischen. sauren 
Phosphatase und Lipase in den Nebennierenrinden von Kaninchenweibchen 
in der Kontrollgruppe und wahrend der akuten und chronischen Hypo- 
thermie beschrieben. Bemerkenswert ist das Fehlen der sauren Phosphatase 
und die schwache Aktivitat der alkalischen Phosphatase in den Nebennieren 
von Kaninchenweibchen. Ahnliche Befunde wurden schon friiher bei ver- 
schiedenen Species in den Nebennieren von Weibchen berichtet. Bei weifen 
Mausen zum Beispiel galt das Vorkommen von alkalischer Phosphatase als 
nicht ganz sicher, bis Elf mann (1947 |i]), Gomori |5, 6| auf einen 
spezifischen Sexualdimorphismus aufmerksam machte. Einen 4dhnlichen 
Sexualdimorphismus bei Kaninchen und Hund konnte Neumann [13} 
feststellen. Die alkalische Phosphatase soll hauptsichlich in der auferen 
Halfte der Zona fasciculata vorkommen. Die Nebennierenrinde enthalt nur 
selten saure Phosphatase. Bargmann [2] meint, sie soll nur in der Rinde 
von Mensch, Meerschweinchen und weiffen Mausen vorkommen. Auch in den 
Nebennieren von Kaninchen wurde sie nie festgestellt. Uber die Lipase- 
aktivitat in den Nebennieren von verschiedenen Species berichien die Arbei- 
ten von Gomori |[3, 4] und Glick [7]. Diese ist bei den verschiedenen 
Tieren ungleich. Die Nebennieren von Ratten sollen ganz frei von Lipase 
sein. Bei den Kaninchen beobachiete er eine fleckige Reaktion mafiger 
Intensitat. Beim Hund ist eine Enzymaktivitat in der Zona glomerulosa und 
Zona reticularis zu beobachten. Die Verminderung der Enzymaktivitat der 
Lipasen und alkalischen Phosphatase bei Kaninchen scheint iibereinzustim- 
men mit friiheren morphologischen und histochemischen Befunden in der 
Nebennierenrinde wahrend der pharmakologischen Hypothermie bei ande- 
ren Tieren (Jonek [8, 9, 11, 12]). Das Verhalten der Lipoide, Plasmaie. 
Cholesterin und Vitamin C wahrend der Stresswirkung wurde schon friiher 

16* 
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beschrieben. Schlieflich konnte auch eine verschiedene Dehydraseaktivitat 
wahrend der pharmakologischen Hypothermie beobachtet werden (Jonek 
(8, 9, 11, 12]). 


Zusammenfassung 


Es wird iiber das Verhalten der alkalischen, sauren Phosphatase und 
Lipase in Nebennieren von Kaninchenweibchen bei normalen Tieren und 
wahrend der pharmakologischen Hypothermie im akuten und chronischen 
Stress berichtet. In den Nebennieren der Kontrollgruppe wurde eine 
schwache alkalische Phosphatasereaktion in der Zona arcuata und im 
iiuReren Teil der Zona fasciculata beschrieben. Die Lipase wurde ebenfalls 
in den beiden Zonen beobachtet. Die Nebennierenrinde scheint frei von 
saurer Phosphatase zu sein. Wahrend der pharmakologischen Hypothermie 
kommt es zu einem Absinken der Enzymaktivitat innerhalb der Rinden- 
zonen. 
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(Eingegangen am 21. Marz 1961) 


1. Einleitung 


Uber cytomorphologische Wirkungen von a-Strahlen bei Pflanzenzellen 
liegen erst wenige Angaben vor. So berichtet Petrov 4 (1942, p. 407, 410) 
bei Bestrahlung von Zygnema-Faden iiber Abhebung des Chromatophors 
von der Wand, Anderung seiner Farbe und iiber seine Kontraktion bei 
Bestrahlung der Zelle unter Ausschlu& des Kerns. Bieb] (1935, p. 229; 
1941, p. 191) erwahnt ebenfalls als erste merkbare Veranderung bei den 
Chloroplasten von Bryum capillare deren Rundung und spitere gegen- 
seitige Verklebung. Weitere Beobachtungen betreffen das Auftreten von 
Ca-Oxalat-Kristallen und Anderungen der Lage der Chloroplasten in be- 
strahlten Blattern von Hookeria lucens, sowie das Verschwinden der Ol- 
horper bei den untersuchten Lebermoosen (Bieb! 1941, p. 193 f.). 

Bei Epidermiszellen von Allium cepa galt eine Reihe ausfiihrlicher 
Untersuchungen von Heréik (1937f.) und Heréik u. coll. (1940) der 
Halbwertsdosis und dem zeitlichen Verlauf der Schadigung nach a-Strahlen- 
einwirkung. 

Zu einer ersten Erfassung nekrobiotischer Verainderungen von Plasma 
und Kern dieser Zellen diente Heréik (1938b, p. 230) die supravitale 
Erythrosinfarbung, die in schwach geschadigten Zellen nur den Kern und 
in stark geschadigten Zellen Kern und Plasma tingiert. 

Als Erganzung dieser Daten soll hier von einigen kurzen Beobachtungen 
iiber die Nekrobiose von Plasma und Organellen und deren zeitlichen Ver- 
lauf berichtet werden. Bei den beschriebenen Bildern handelt es sich jedoch 
zweifellos nur um eine kleine Auswahl der nach solchen Einwirkungen 


1 Ausgefiihrt im Rahmen von Untersuchungen, die von der Atomkommission 
des Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung 
unterstiitzt werden. Der Verfasser dankt fiir die Gewahrung der wertvollen finan- 
ziellen Hilfe. 
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modglichen individuellen zellularen Nekroseablaufen, deren genaue Erfas- 
sung und quantitative Auswertung noch aussteht. 
Fiir Assistenz bei diesen Versuchen und ihrer Auswertung dankt der 


Verfasser Herrn Dr. G. Maas. 


2. Material und Methode 


Als Versuchsmaterial diente die Innenepidermis (morphologische Oberseite) der 
Zwiebelschuppe einer gelben Varietaét von Allium cepa. Die Zwiebeln waren bis 
zur Verwendung im Versuch kiihl gelagert. Von der dritten Schuppe von aufen, 
die noch zur Zwiebelschale (Nomenklatur nach Germ 1938, p. 129) zu zihlen ist, 
wurden in deren mittlerem Teil mit dem Messer Stiicke in der GréRe von 5 XK 22mm 
herausgeschnitten. Die Langsrichtung dieser Stiicke war normal zur Achse des 
Schuppenblattes orientiert. Zur Erleichterung der Ablésung gelangten diese Stiick- 
chen in ein Flaschchen Leitungswasser und wurden fiir ca. 10 min an der Wasser- 
strahlpumpe evakuiert (Strugger 1931, p. 454; 1935, p. 7). 

Die Epidermis wurde unmittelbar nach Beendigung der Evakuierung abge- 
zogen und zum Versuch verwendet. Diese baldige Lostrennung ist erforderlich, da 
sich an Schuppenstiickchen, die ca. 120min in dem zur Evakuierung benutzten 
Leitungswasser verblieben, in den Epidermiszellen Alterationen an Leukoplasten 
und Chondriosomen zeigten, die denen durch Bestrahlung dhnlich sind. Auf die 
Moglichkeit, solcherart Schadigungen auszulésen, hat bereits Url (1960) hinge- 
wiesen. 

Die a-Quelle bestand aus einer diinnen Schicht von Po, die auf einem Gold- 
plattchen in einer kreisférmigen Flaiche von ca. 7mm Durchmesser deponiert ist. 
Diese Flache ist mit einem Glimmerplattchen (0,9 mg/cm?) abgedeckt und in einer 
runden, mit Stiel versehenen Metallscheibe eingelassen. Die gesamte Oberflache 
hatte bei Lieferung nach Angabe der Herstellerfirma (Radiochemical Center Amers- 
ham, England) eine Aktivitét von 12mC. Zur Zeit der Versuche war diese Aktivitat 
auf etwa 34mC (=7,5 10° Zerfalle/min) gesunken. Pro mm? der Oberflache 
(= 38,5 mm?) der Quelle ergibit sich daher eine ungefahre Aktivitat von 0,088 mC. 
Vor jedem Versuch wurde die Aktivitat rechnerisch ermittelt und der Wert gelegent- 
lich durch Kontrollmessungen iiberpriift. 

Die aktive Oberflache der Quelle wurde mit einem unmittelbar auf das Glimmer- 
plattchen aufliegenden Deckglas zur Hialfte abgedeckt, so daf ein halbkreis- 
férmiger Ausschnitt frei bleibt. Die abgezogene Epidermis wurde nun derart auf- 
gelegt, daf die eine Querhialfte auf dieses Deckglas zu liegen kam und die andere 
iiber dem freien Teil des Glimmerplatichens der Quelle. Es blieb dabei zwischen 
Epidermis und Glimmerplattchen noch ein Luftspalt von maximal 0,5 mm. Auf 
diese Weise wurde eine unbestrahlte Kontrolle des gleichen Epidermisstiickchens 
erhalten. 

Die Epidermen wurden mit ihrer Aufenseite (,,Perlmutterseite*) nach unten zur 
Strahlenquelle hingewandt (vgl. auch Bieb]! 1941, p. 187) und waren wahrend der 
Bestrahlung von einem mit einem Tropfen Wasser versehenen Deckglas an ihrer 
nach oben zu frei liegenden Innenseite abgedeckt, um eine Austrocknung zu ver- 
meiden (vgl. He réik 1938 a, p. 201). Es war sorgfaltig darauf zu achten, daB sich 
zwischen dem Glimmerplatichen und der Epidermis kein Wasserfilm bildete, da 
dieser die Strahlenintensitét in unkontrollierbarer Weise herabsetzen wiirde, 

Der Durchmesser der durchstrahlten Flache war im Abstand von ca. 055mm 
vom Glimmerplatichen, nach Konirollfilmaufnahmen etwa 11mm. Diese Ver- 
gréferung der durchstrahlten Flache wird durch die schrig verlaufenden Strahlen 
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verursacht, auf die etwa 10—20 Prozent der gemessenen Gesamtstrahlung entfallen. 
Die Strahlungsintensitaét im Zentrum verringert sich daher um diesen Betrag. Fiir 
die folgenden Angaben wurde hierfiir ein Mittelwert von 15 Prozent zugrunde 
gelegt, so da die Strahlungsdichte im Zentrum zum Zeitpunkt der Versuche sich 
schlieBlich zu ca. 0,075 mC/mm2 berechnet (= 16,6 X 10’? Zerfalle/mm?. min). 

Bei der mikroskopischen Auswertung lag die Epidermis auf einem Objekttrager 
mit ihrer Aufenseite zum Mikroskopobjektiv gewandt in Leitungswasser, das bei 
lingerer Beobachtungszeit stets ausreichend erganzt wurde. Zur Beobachtung stand 
ein Reichert-Zetopan-Mikroskop mit negativem Anoptralkontrast (Sonderform des 
Phasenkontrastes, vg]. Gabler 1955; Url 1959, p. 401) und Trockenobjektiven 45 X 
und 65 X zur Verfiigung. 

Schwierigkeiten bei der mikroskopischen Betrachtung feinerer Details ergeben 
sich, wenn der Epidermis noch zahlreiche Antiklinen anhaften, welche die Beob- 
achtung der auf der Unterseite sich schlieflich ansammelnden Zellorganellen durch 
die Bildung von starken Diffraktionsriumen stéren (vgl. Url 1959, p. 4090; 
Strugger 1947, p. 147). Auch Epidermen, deren Zellen nur rundovale Chor- 
driosomen besitzen, sind wenig brauchbar, da diese ihre Form beibehalten und, 
abgesehen von starker Bestrahlung, keine weiteren Formainderungen durchmschen. 


3. Experimentelle Ergebnisse 


Die Kontrollen (unbestrahlte Halften) der Epidermen zeigten stets das 
bereits bekannte Bild hinsichtlich Verteilung, GréBe und Form ihrer Orga- 
nellen (vgl. H6fler und Url 1958; Lit.: Biebl und Url 1958, p. 337) 
und behalten dieses wahrend der Versuchsdauer bei. 

a) Schidigung bei einer Dosisdichte von 44 < 107 Zerfillen/mm? (ent- 
spricht einer Bestrahlungsdauer von ca. 3 min mit dem benutzten Praparat). 


Die auftretenden Veranderungen am Chondriom und Plastidom sind hier 
nach etwa 50 min beendet. 

Chondriosomen: Nur wenige der langen Chondriosomen zerfallen in 
Teilstiicke. Sonst veriindern sie ihre Form bei und nach der Bestrahlung 
kaum; vereinzelt — bei schwacher Schadigung haufiger — ist eine geringe 
Verdickung (vielleicht mit gleichzeitiger Verkiirzung) festzustellen. Die 
Chondriosomen zeigen spannerartig kriimmende und mehr _ ruckartige 
Bewegungen; letztere sind charakteristisch fiir bestrahlte Zellen, da die 
Chondricsomen in unbehandelten Zellen mehr flie®ende Bewegungen voll- 
fiihren. Bei den Bewegungen kommt es manchmal vor, daf sich die beiden 
Enden eines Chondriosoms beriihren. Méglicherweise vermégen diese 
Enden dann miteinander zu verkleben und so einen Ring zu bilden, da sich 
hier haufig Ringformen beobachten lassen, die in ihrer GréRe mit den 
bekannten vakuoligen Degradationsformen der Chondriosomen (Nadson 
und Rochlin 1934, Tafel 2; Perner und Pfefferkorn 1953, p. 102 f.; 
Héfler und Url 1958, p. 316) nicht iibereinstimmen. Letztere treten hier 
nicht oder nur selten — und dann erst spaiter — auf. Bei der Kérnelung des 
Hyaloplasmas (Nomenklatur siehe Héfler 1960, p. 298) gehen. die 
Chondriosomen friiher in diesem auf als die Leukoplasten. 

Leukoplasten (persistierende Proplastiden): Bei schwiichsten Graden der 
Schidigung runden sie sich nur sehr langsam ab, sonst aber liegen sie schon 
am Ende oder kurz nach der Bestrahlung gerundet vor. Sie zeigen keine 
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Bewegung mehr. Volumanderungen wurden nicht beobachtet. Neubildungen 
von Vakuolen erfolgen nicht, dech bleiben vorhandene erhalten und nur 
selten werden Vakuolen abgetrennt (vgl. Biebl und Url 1958, p. 346). 
In den der Zellwand nahen Plasmapartien kann es vorkommen, dak die 
Abrundung ausbleibt. 

Kern: Es zeigen sich bis kurz vor der Kérnelung des Plasmas keine auf- 
falligen Veranderungen. Hernach tritt Aufhellung im Phasenkonirast ein. 

Sphaerosomen: Sie zeigen keine Alterationen. Ihre Verteilung im 
Plasma andert sich jedoch im Laufe der Nekrobiose indem sie sich an be- 
stimmten Stellen etwas anhiufen, ohne jedoch aneinander zu haften oder 
zu verkleben, wie dies schon nach UV-Bestrahlung beobachtet wurde (Biebl 
und Url 1958, p. 339). 

Hyaloplasma: Hinsichtlich des Verschwindens der durch die Vakuole 
ziehenden Plasmafaden zeigten sich saisonabhangige Unterschiede: Im 
Wintermaiterial sind schon unmittelbar nach der Bestrahlung keine solchen 
Plasmafiaden mehr zu beobachten, wahrend sie im Sommer auch noch einige 
Stunden nach der Bestrahlung (gleicher und starkerer Dosis) zu beobachten 
sind. Von einem Verschwinden solcher Faden bereits eine Stunde nach der 
Bestrahlung berichtet auch Heréik (1937f., p. 148). Die Viskositat des 
Plasmas, wie sie sich durch die BMB zu erkennen gibt, nimmt zuniichst 
etwas ab, dann aber fortlaufend zu (vgl.auch Heréik l.c. fiir eine Dosis- 
dichte von 88 X 107 Zerfallen/mm?). In dem den Kern umgebenden Plasma 
ist die Viskositatszunahme deutlich verzégert (hingegen Heréik 1938b, 
p. 230). Plasmastrémung ist vorhanden, solange das Plasma noch eine 
niedrige Viskositat besitzt und wird mit deren Erhéhung sistiert. Die 
Kornelung des Hyaloplasmas setzt erst nach ca. 100—200 min ein. 

b) Einzelbeobachtungen bei einer Dosisdichte von 1,46 10° Zer- 
fallen/mm? (entsprechend etwa 10min Bestrahlungsdauer mit dem vor- 
liegenden Priaparat). Neben den Zellen, welche die zu erwartenden starken 
Schadigungsbilder aufweisen, finden sich noch einige andere, die den glei- 
chen Grad von Schadigung zeigen, wie er unter a) beschrieben wurde. Bei 
den stark geschadigten Zellen laufen die Veranderungen im Chondriom 
und Plastidom je nach der Starke der Schidigung innerhalb von ca. 5 bis 
30 min nach der Bestrahlung ab. 

Chondriosomen: Die Bildung vakuoliger Degradationsformen (,,Ringlein* 
nach Héfler und Url 1958, p. 316) ist haufig zu beobachten und seizt 
innerhalb von 3 bis 5 min nach der Bestrahlung ein. Nur einige rundovale 
Chondriosomen behalten ihre Gestalt bis zum Aufgehen im gekérnelten 
Plasma bei. Die langlichen Chondriosomen zerfallen innerhalb von 5 bis 
10min nach der Bestrahlung in Teilstiicke, die sich abrunden und vakuoli- 
sieren. 

Leukoplasten: Sie sind zu Beginn der Beobachtung bereits alle abge- 
rundet. Ihre Vakuolen trennen sich nach 5 bis 10 min ab. 

Kern: Aufhellung setzt etwa 5 bis 10min nach der Bestrahlung ein. 

Sphaerosomen: Keine Veranderung ihres Aspekts, sie treten, wie bei 
schwicherer Schadigung bisweilen zu Haufen zusammen. 

Hyaloplasma: Bei den nicht zu stark geschadigten Zellen ist die Plasma- 
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stromung zuniachst noch erhéht. die Kérnelung erfolgt nach ca. 40—80 min. 
Bei sehr stark geschadigten Zellen ist schon unmittelbar nach der Bestrah- 
lung keine Plasmastrémung mehr sichtbar. Eine nur schwache BMB der 
Sphaerosomen deutet auf eine erhéhte Viskositat hin. Nach ca. 30 min ist 
das Hyaloplasma gekérnelt und die in ihm liegenden Organellen sind nicht 
mehr als solche erkennbar. 


Eine andere Epidermis. welche mit der gleichen Flachendosis bestrahlt 
wurde und hernach in eine Durchstrémungskammer (Stadel mann 1959) 
kam. durch welche langsam Leitungswasser durchgeleitet wurde. zeigte in 
den meisten Zellen ein véllig verschiedenes Nekrosebild: 

Die Chondriosomen begannen erst spat mit ihren nekrotischen Altera- 
tionen. Noch ca. 2h nach der Bestrahlung konnte bei einem langen Chon- 
driosom beobachtet werden. wie es zunachst etwas an Dicke zunahm und 
hernach wiahrend der darauffolgenden ca. 10min in Teile zerfiel, die bald 
ihr Volumen verkleinerten, so daB sie schlieBlich die Gréfe der Sphaero- 
somen oft deutlich unterschritten (vgl. Bie bl und Url 1958, p. 344). Ein- 
zelne der intakten Chondriosomen waren zeitweise in einer derart lebhaften 
kreiselnden oder schlangelnden Bewegung. daft sie sich wohl nur durch 
EKigenbeweglichkeit erklaren laBt (Steffen 1955, p. 584). 

Leukoplasten waren nur wenige vorhanden. Das Plasma strémte wiah- 
rend der ersten Stunden schnell, dann voriibergehend schwacher, doch blieb 
die Plasmastrémung noch wihrend zweier Tage bei vielen Zellen zu beob- 
achten, wobei weite Flachen des Plasmabelages in einer starken Rotations- 
stromung waren, welche Sphaerosomen und die kérnigen Chondriosomen- 
reste mitfiihrte. Auch die intakten Chondriosomen, sofern vorhanden, wur- 
den in gréBerer Zahl von der Strémung erfaft. 

Das lange Intaktbleiben der Zellen dieses Versuches wiirde im Sinne 
von Her éik (1939, p. 658) fiir eine Verringerung der schadlichen Wirkung 
durch Umspiilung mit frischem Wasser sprechen. doch sollen hieriiber erst 
spatere Versuche entscheiden. 


4. Zusammenfassung 


Die hier mitgeteilten orientierenden Befunde erméglichen innerhalb der 
durch die individuellen Streuungen gesetzten Grenzen erste Anhaltspunkte 
fiir die Zuordnung bestimmter Nekrobioseablaufe zur einwirkenden 
Strahlendosis. Es ist beachtenswert, da die gefundenen Alterationen 
grundsitzlich dieselbe Art und Aufeinanderfolge aufweisen, wie sie zum 
Teil wahrend des natiirlichen Ablaufes der Zellalterung vorkommen und 
auch bei anderen pathologisch wirkenden Einfliissen an Zellorganellen und 
Plasma beobachtet wurden (fiir Chondriosomen: Nach Réntgenbestrahlung: 
Wail und Frenkel 1925, p. 848; Nadson und Rochlin 1934; nach 
mechanischer Schiidigung: Perner und Pfefferkorn 1953, p. 112; nach 
UV-Bestrahlung: Biebl und Url 1958: nach chemischen Agenzien: 
Héfler und Url 1958, p. 316: vgl. auch Steffen 1955, p. 586; Bautz 
1956, p. 124f.; Rouiller 1960, p. 274). Diese Unspezifitat der Nekrobiosen 
ist wohl durch die Kleinheit der betreffenden Organisationseinheit bedingt, 
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so daf diese vor einem vélligen Zusammenbruch ihrer Struktur nur noch zu 
einer geringen Anzahl von morphologischen Veranderungen befihigt isi. 
Je gréfer umgekehrt das Volumen einer Organisationseinheit (Zelle. 
Organismus) wird, um so stairker kann sich eine Spezifitat der Alteration. 
Voraussetzung fiir jegliche Diagnostizierbarkeit pathologischer Zustinde. 
ausbilden. Auch in biochemischer Richtung scheinen verschiedenartige 
Schidigungen bei den Chondriosomen gleiche Effekte auszulésen (Ande- 
rung der DNase-II-Aktivitat, Okada und Peachy 1957, p. 243). 

Fiir die von Zelle zu Zelle bestehenden Unterschiede im Ablauf der 
Nekrobiose wirken eine gréBere Zahl von Faktoren zusammen, die bisher 
noch nicht quantitativ iibersehen werden kiénnen. Bei Epidermiszellen ver- 
schiedener Zwiebeln werden hier z. B. die Unterschiede ihrer Vorgeschichte. 
des momentanen physiologischen Zustandes und der Dicke der Epidermen 
in Betracht kommen, bei Zellen derselben Epidermis auch deren Grofe. 
die individuelle Ausstattung mit Organellen und die Lage des Zellkerns 
(vgl. He réik 1939: 1940, p. 258). Unter den AuBenfaktoren. die invariabel 
sind, wird in erster Linie die Inhomogenitat der Ionisationsdichte. dic sich 
durch keine Geometrie verhindern lat. zu nennen sein. da die gréBte 
Anzahl von Ionisationen knapp vor dem Ende des Strahlenweges erreicht 
wird. 

Zur orientierenden Beurteilung der fiir letale Schadigung erforderlichen 
Strahlungsintensitat diente hier als Kriterium der Gesamteindruck der 
Alterationen des Zellinhaltes und besonders die Plasmastrémung. Es zeigte 
sich, da bei den angewandten Dosen die Absterberate der Zellen gleich 
nach der Besirahlung im Durchschnitt unter 50 Prozent blieb. Plasmolysiert 
man jedoch die Epidermis nach der Bestrahlung, so stirbt beim Plasmolyse- 
eintritt eine prozentual merklich gréRere Zellenzahl ab. Wird Plasmolyse 
als Kriterium fiir Vitalitat benutzt. so folgen daher fiir die Halbwertsdosis 
niedrigere Werte. die fiir die Zwiebel-Epidermiszellen nach Plasmolyse von 
15 min bei 1.6 < 108 Zerfillen/mm2 liegen (Her éik 1937. p. 149: vel. auch 
Heréik 1939, p. 662). 
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Die elekitronenmikroskopischen Untersuchungen an den Chloroplasten 
der Samenpflanzen haben im Vergleich mit den Befunden an den Chromato- 
phoren der Algen eine bemerkenswerte, prinzipielle Ubereinstimmung des 
Feinbaues erbracht. In beiden Fallen sind es_ sublichtmikroskopische 
Lamellensysteme, welche in ein Stromaplasma eingebettet den Chloro- 
plasten bzw. den Chromatophor aufbauen. Auch konnte sowohl fiir die 
Chloroplasten der héheren Pflanzen als auch fiir die Chromatophoren der 
Algen in jedem Falle eine Grenzschicht gegeniiber dem Cytoplasma sicher- 
gestellt werden. Die sublichtmikroskopischen Lamellen differenzieren sich 
im Bereich der Chloroplasten der héheren Pflanzen in Stroma- und Grana- 
Jamellen, wahrend in den Chromatophoren der Algen die Lamellen sehr 
haufig durch den ganzen Chromatophor hindurchziehen. Gemeinsam ist 
aber, da® sowohl bei den Chloroplasten als auch bei den Chromatophoren 
je zwei Lamellen am Rande der Grana bzw. am Rande der Chromatophoren 
oder dort, wo sie auslaufen, miteinander kommunizieren, so daf geschlos- 
sene Doppellamellensysteme vorliegen. (Literaturzusammenfassungen bei 
Geitler 1954, 1957, 1959 und Miihlethaler 1955, 1956, 1957, 1959.) 

Das Chromatoplasma der Cyanophyceen ist durch Niklowitz und 
Drews (1957), Fuhs (1958) und Hagedorn (1960) einer eingehenden 
Untersuchung unterzogen worden. Auch dieses fiir die Photosynthese tatige 
Chromatoplasma enthalt sublichtmikroskopische Lamellen, welche einen 
charakteristischen, meist parallel zu den Zellwanden gerichteten Verlauf 
haben. Auch hier handelt es sich um geschlossene Doppellamellensysteme. 
Das Chromatoplasma der Cyanophyceen ist allerdings gegeniiber den 
Chromatophoren der Griinalgen dadurch abweichend gebaut, daf cine 
Grenzschicht des Chromatoplasmas gegeniiber dem Cytoplasma vollig fehlt. 
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Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen haben also gezeigt, daB der 
Begriff Chromatoplasma gegeniiber dem Begriff Chromatophor auch in 
Zukunft scharf abgegrenzt bleiben muf. 

Die Chromatophoren von Cladophora sind bisher in der Literatur nur 
in zwei Arbeiten elektronenmikroskopisch beschrieben worden. Die erste 
Arbeit stammt von Ie y on (1954), welcher insbesondere die Pyrenoide von 
Cladophora mit den Pyrenoiden von Spirogyra und Closterium elektronen- 
mikroskopisch verglich, ohne von Cladophora eine Abbildung zu bringen. 
Die zweite Arbeit stammt von Miihlethaler (1960), in welcher zur 
sublichtmikroskopischen Struktur des Chromatophors von Cladophora 
fracta eine elektronenmikroskopische Abbildung gebracht wird, woraus der 
Schlu& gezogen wird, da Cladophora fracta cin wandstindiges, aus 
parallelisierten Lamellen bestehendes ~Chromatoplasma* besitzt. welches 
durch keine Grenzschicht gegeniiber dem Cytoplasma abgegrenzt ist. Die 
Arbeit von Miithlethaler erschien zu einem Zeitpunkt, zu dem wir be- 
reits eine Reihe von ultradiinnen Schnitten durch die Zelle von Cladophora 
fracta vorliegen hatten. Eine nahere Betrachtung der von Miihlethaler 
mitgeteilten elektronenmikroskopischen Aufnahme legte sofort den Gedan- 
ken nahe, da das Objekt. welches Mithlethaler abbildet, nicht eine 
Cladophora fracta betrifft, sondern von einer wesentlich kleinzelligeren, 
fadenformigen Cyanophycee stammt. Ein Vergleich zwischen den Dimen- 
sionen des Chromatophors und des Feinbaues einer Cladophora-Zelle mit 
der von Miithlethaler publizierten Abbildung ergab die Gewikheit. daB 
Miithlethaler aus einem verstandlichen Versehen heraus an Stelle einer 
Cladophora-Zelle die Zelle einer fadenformigen Cyanophycee abgebildet 
hat. Wir haben sofort nach dem Erscheinen dieser Arbeit Herrn Kollegen 
Miithlethaler darauf aufmerksam gemacht und in seinem Einverstand- 
nis die Revision dieser Verhiltnisse iibernommen. 

Unsere Cladophora fracta wuchs in einem Aquarium, welches mit Nitella 
bestanden war. Die grofen Zellen der Cladophora-Aste waren teilweise 
epiphytisch mit kleinen, fadenformigen Cyanophyceen belegt. Es kam daher 
auch bei unseren Untersuchungen vor, daf an Stelle einer Cladophora-Zelle 
die Ultradiinnschnittserie durch eine epiphytisch lebende Cyanophyceen- 
Zelle gelegt wurde, was bei der Schwierigkeit des Anspitzens der Bléckchen 
und bei der auRergewéhnlich geringen Tiefendimension, die bei der Her- 
stellung von Ultradiinnschnitien erfaBt wird, im Bereich der Méglichkeiten 
liegt. So ist es also durchaus verstiandlich, daB das oben angedeutete Ver- 
sehen in der Arbeit Miihlethalers eintreten konnte. 


Cladophora fracta verschiedener Altersstadien wurde einem Aquarium ent- 
nommen (Wassertemperatur 20—25°C). Nach Abtrocknen des Haftwassers wurden 
langere Fadenstiicke in 1%iger, gepufferter OsO,-Lésung 1%—1% Stunden oder 
in 5%iger KMnQO,-Lésung 30 Minuten fixiert. Die in OsO, fixierten Algenfaden 
wurden anschlieBend 2 Std. in Leitungswasser gebracht. Die Entwasserung wurde 
in den Alkoholkonzentrationen 20%. 40%. 60%, 80%, 96% und zweimal in abs. 
Alkohol je 30 Minuten durchgefiihrt. In den héheren Alkoholstufen wurden die 
Faden in kleinere Stiicke geschnitten. Die Einbettung erfolgte in Butylmethacrylat 
und Methylmethacrylat 8:2. das mit Dichlorbenzovlperoxyd 90:1 versetzt war. 
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Polymerisiert wurde 24 Stunden lang bei 47°C im Thermostaten. — Die in KMnO, 
fixierten Algenfaden wurden kurz unter Leitungswasser abgespiilt und in Propylen- 
oxyd (Spurr 1961) (je 1 Std. in 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 80%. 100%) ent- 
wassert. Danach blieben die Objekte 4 Tage in abs. Propylenoxyd liegen. Die Ein- 
bettung dieser Faden erfolgte in einem Gemisch von Epoxy-Resins (Zusammen- 
setzung nach Spurr 1961) iiber Mischungsstufen (50%, 75%, 87%, 94%. 97%) des 
Einbettungsmittels mit abs. Propylenoxyd. Polymerisiert wurde dieses Gemisch 
4 Tage lang bei steigenden Temperaturen von 35—70°C im Thermostaten. 

Ultradiinnschnitte wurden mit dem Ultramikrotom nach Sitte oder Porter 
hergestellt. — Fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit dem Elmiskop 
IA der Fa. Siemens danken wir Herrn Prof. Dr. G. Pfefferkorn und Herrn 
Dr. H. The mann, Medizinische Elektronenmikroskopie der Universitat, 


1. Habitus des Chromatophors 


Der Chromatophor von Cladophora fracta besteht nach lichtmikroskopi- 
schen Beobachtungen aus einem ,,einzigen, von zahlreichen Netzmaschen 
durchbohrten Kérper (Hohlzylinder), in den regelmafig Pyrenoide einge- 
lagert sind* (Oltmanns 1922). In Abhangigkeit von der Ernahrung kom- 
men auch Chromatophoren vor, bei denen von dem wandstandigen Zylinder 
aus lappige Chromatophorenfortsatze ins Innere der Zelle fiihren. AuRer- 
dem kann der Chromatophor in zahlreiche Stiicke zerfallen (Schmitz 
und Carter vgl. Oltmanns 1922). 

In Ultradiinnschnitten wird stets nur ein kleiner Ausschnitt des gesamten 
Chromatophors getroffen, der in Abhangigkeit von der Schnittrichtung ver- 
schiedene Aspekte zeigt. Immer aber ist zu erkennen, da® der Chromatophor 
aus sehr dicht aneinanderliegenden Teilstiickken aufgebaut ist, deren Ab- 
stainde lichtmikroskopisch gar nicht und elektronenmikroskopisch nur schwer 
auflésbar sind (Abb. 2). Die Lamellen, die den Chromatophor aufbauen, 
kénnen sehr dicht liegen (Abb. 1 und 3) oder + weit voneinander entfernt 
sein (Abb. 2 und 4). Diese unterschiedliche Ausbildung kann auf verschie- 
dene physiologische Zustainde oder auf junge und Altere Stadien zuriick- 
zufiihren sein. Vereinzelt werden in einem Chromatophor Ubergange zwi- 
schen beiden Auspragungen gefunden. Auf Grund der Haufigkeit der 
Pyrenoidanschnitte konnten wir feststellen, da& die Chromatophoren mit 
dichtem Lamellenbau haufiger Pyrenoide in den Ultradiinnschnitten auf- 
weisen als die mit lockkerem Lamellenbau. Diese Beobachtung kann mit einer 
verschieden dichten Lagerung der Pyrenoide erklart werden. In den Chro- 
matophoren mit + weit entfernt liegenden Lamellen ist vereinzelt Stroma- 
starke zu finden. 

Die Chromatophoren mit dichten Lamellen sind an den Stellen, wo sie 
kein Pyrenoid enhalten, durchschnittlich 0,5 « breit: dort, wo ein Pyrenoid 
eingelagert ist, betragt die durchschnittliche Breite 1,58 u. Die das Pyrenoid 
umgebenden Chromatophorenabschnitte haben eine Breite von etwa 0,24 w. 
Diese Ausmessungen entsprechen den Beobachtungen. daft die Lamellenziige 
in Pyrenoidnahe auseinanderweichen und das Pyrenoid umgeben. Die 
Breitenausdehnung der Chromatophoren mit aufgelockerten Lamellen be- 
tragt etwa 1.44 1. 
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2. Begrenzung und Lamellenstruktur des Chromatophors 


Der Chromatophor ist durch eine deutliche, kontrastreiche Grenzschicht 
vom Cytoplasma getrennt (Abb. 2, 3 und 4). Sie ist nach Osmiumfixation 
nicht immer deutlich sichtbar, tritt jedoch nach Kaliumpermanganatfixation 
iiberall hervor. Bestimmungen ihrer Dicke ergeben nach OsO,-Fixation 
einen Durchschnittswert von 100 A. Nach KMnO,-Fixation zeigt sich, da 
die Grenzschicht wie bei den Chloroplasten der héheren Pflanzen aus zwei 
kontrastierten feinen Lamellen und einer kontrastlosen Zwischenschicht be- 


steht (Abb. 3). Fiir die gesamte Grenzschicht ergab sich hiernach ein Durch- 





Abb. 3. Cladophora fracta, Ausschnitt aus einem Chromatophor. Die Grenzschicht 
(G) ist doppelt konturiert, die Lamellen sind als geschlossene Doppellamellen zu 
erkennen. Fix.: 5%iges KMnO,; Primarvergroéferung: 8000: 1. 


schnitiswert von 188 A; die Einzellamellen wurden mit 72 A und ihr Ab- 
stand voneinander mit 50 A bestimmt. 

Der gesamte Chromatophor ist aus zahlreichen, stark kontrastierten 
Lamellen aufgebaut, die verschieden dicht liegen kénnen. Nach Osmium- 
fixation scheinen saimtliche Lamellen gleichwertig nebeneinander zu ver- 
laufen (Abb. 1), besonders dann, wenn sie sehr dicht liegen. Ihre Breite und 
ihr Abstand sind in diesem Falle mit durchschnittlich 50 A annahernd gleich. 
In Chromatophoren mit aufgelockerten Lamellen ist nach Osmiumfixation 
bereits an mehreren Stellen ein engerer Zusammenhang zwischen jeweils 
zwei Lamellen zu beobachten (entsprechende Stellen siehe Abb. 2). Nach 
KMnO,-Fixation wird deutlich, da® jeweils zwei einzelne Lamellen zu 
einer Doppellamelle vereinigt sind (Abb. 3). Diese Doppellamellen durch- 
ziehen nicht immer den ganzen Chromatophor, sondern kénnen nach ver- 

Protoplasma, Bd. LIV/2 17 
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schieden langem Verlauf enden und sind an diesen Stellen in sich geschlos- 
sen. Fiir die Gesamtbreite der Doppellamellen ergab sich ein Mitielwert 
von 374 A, die einzelnen kontrastierten Lamellen sind 110 A breit und liegen 
120 A auseinander. 





Abb. 4. Cladophora fracta, Ausschnitt aus einem Chromatophor mit dem Lamellen- 
verlauf am Chromatophorenende und vereinzelien ,,Verzweigungsstellen“* (A) der 
Lamellen. Fix.: 5%iges KMnO,; Primarvergréferung: 20.000 : 1. 


Deutliche Verzweigungsstellen der Lamellen konnten nicht beobachtet 
werden. Nur vereinzelt sind Ausbildungen zu sehen (Abb. 4), wie sie im 
Chloroplastentyp von Zea mays beim Ubergang von 
Stroma- in Granalamellen zu finden sind (Hodge 1955 

vgl. Miihlethaler 1955). 

Der Lamellenverlauf an den Randern der Chromato- 
phorenteilstiicke bleibt nach Osmiumfixation unklar: 
die Lamellen laufen + diffus aus (Abb. 2). Nach Kalium- 
permanganatfixation zeigt sich, da an den Enden der 
Chromatophorenteilstiicke die Doppellamellen stets ge- © 
schlossen sind (Abb. 4 und 4a). 


Abb, 4 a. Schema- 3. Pyrenoide, Starke und kleine, kontrastreiche 


tische Darstellung 


des Lamellenver- s : : ae . 
icles <ihee Stati Die Pyrenoide, die regelmafig im Chromatophor 


der Chromato- verteilt sind, haben eine ovale Form und sind durchschnitt- 
phorenteilstiike. lich 0,77 breit (Abb. 1 und 5). Sie bestehen aus zwei 

kontrastreichen Pyrenoidkérpern, von denen jeder aufen 
herum von einer sektorial geteilten Starkeschicht umgeben ist. Ob diese 
Pyrenoidkérper denen von Spirogyra (Butterfass i957) und Anthoceros 
(K aja 1957) entsprechen, wo zahlreiche Pyrenoidkérper das Pyrenoid auf- 
bauen, kann nicht entschieden werden. Die beiden Pyrenoidkérper von 
Cladophora werden durch eine Doppellamelle getrenni, die einen Spalt zwi- 
schen den Pyrenoidhalften ausbildet. Je nach Schnittrichtung erreicht dieser 
Spalt eine Breite bis zu 885 A. Die Doppellamelle zwischen den Pyrenoid- 
kérpern scheint, nach einigen Abbildungen zu urteilen (Abb. 1), von den 
Chromatophorenlamellen auszugehen und nach dem Durchgang durch das 
Pyrenoid wieder zwischen den iibrigen Chromatophorenlamellen weiter zu 
verlaufen. Das Pyrenoid scheint an dieser Doppellamelle im Chromatophor 


Einschliisse im Chromatophor 
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»aufgehangt* zu sein. Die beschriebene Ausbildung entsprache dem Lamellen- 
verlauf zwischen den Pyrenoidkirpern bei Anthoceros (K aja 1957). 

Die Pyrenoidkérper sind durch die einzelnen kontrastierten Schichten 
dieser Doppellamelle nach innen begrenzt. Eine ahnliche Grenzschicht lauft 
aufen um die Pyrenoidkérper herum. Nach Osmiumfixation ist sie vielfach 
abgehoben (Abb. 1), wahrend sie nach Kaliumpermanganatfixation (Abb. 5) 
eine klare Trennung zwischen Pyrenoid und Starke angibt. Dieselbe Tren- 
nung ist nach Kaliumpermanganatfixation auch zwischen Starke und 
Chromatophorenlamellen zu sehen (Abb. 5). Es entsteht die Frage, ob es 
sich hierbei wieder um Doppellamellen handelt, die zwischen den iibrigen 


Abb. 5. Cladophora fracta, Ausschnitt aus einem Chromatophor mit Pyrenoid (P) 

und Starkeschicht (St). Pyrenoid und Starke zeigen eine Grenzschicht (G). Die Ver- 

bindung zwischen Pyrenoid und Chromatophorenlamellen ist stark ausgepriagt (V). 
Fix.: 5%iges KMnO,; PrimarvergréRerung: 8000: 1. 


Chromatophorenlamellen weiter ziehen, oder ob es eine Grenzschicht ist, die 
die Starke umgibt. Die von den iibrigen Lamellenausmessungen abweichen- 
den Werie von 90 A fiir diese Begrenzung sprechen nicht fiir fortlaufende 
Chromatophorenlamellen. Eine Weiterfiihrung dieser Begrenzung zwischen 
den Chromatophorenlamellen ist auch in Abb. 5 nicht zu beobachten. 

Eine gelegenilich sichtbar werdende Eigenstruktur der Pyrenoidkérper 
konnie nicht einwandfrei analysiert werden. In den Chromatophoren. in 
denen die Lamellen aufgelockert liegen, ist stellenweise Stromastarke aus- 
gebildet (Abb. 2). Das Erscheinungsbild dieser Starke ist das gleiche wie in 
den Chloroplasien der héheren Pflanzen. 

Gelegentlich kommen in den Chromatophoren von Cladophora einzeln 
oder zu Komplexen vereinigt stark kontrastierte Gebilde vor. Sie entspre- 
chen den Globuli, die in Chloroplasten héherer Pflanzen beobachtet werden 
(vgl. F alk 1960). Ihr Durchmesser in den Chromatophoren von Cladophora 
schwankt um 750A. Die Lamellen sind an diesen Stellen ausgebogen und 
ziehen um die Globuli herum. 


17* 
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Zusammenfassung 


Die Chromatophoren von Cladophora fracta werden nach OsO,- und 
KMnO,-Fixation beschrieben. 

1. Die Chromatophoren besitzen eine 100—190A dicke Grenzschicht. 
Nach KMnO,-Fixation wird sichtbar, da sie aus zwei kontrastreichen 
Lamellen und einer kontrastlosen Zwischenschicht bestebt. 

2. Die Chromatophoren enthalten 50 A breite, + dicht liegende Lamellen. 
Nach KMnO,-Fixation erscheinen am Rande der Chromatophorenteilstiicke 
je zwei Lamellen verbunden, so da geschlossene Doppellamellen vorliegen. 

3. Die Pyrenoide sind zwischen die Lamellensysieme eingelagert und 
sind durch eine Grenzschicht von den Lamellenpackungen des Chromaio- 
phors getrennt. Sie besitzen zwei stark kontrastierte, in ihrer Struktur nicht 
naiher auflésbare Pyrenoidkérper, zwischen denen eine schmale Doppel- 
lamellenschicht des Chromatophors nachzuweisen ist. Die Pyrenoidkérper 
sind radiar von Starke umgeben. 

4. In den locker gebauten Chromatophoren kommen zwischen den 
Lamellenlagen Stromastarke sowie stark kontrastierte Globuli vor. 
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Einleitung 


In einer vorangegangenen Arbeit (Biebl, Url, Janeéek 1961), auf 
die auch hinsichtlich Literatur zur Theorie des chemischen Strahlenschutzes 
an Pflanzen verwiesen sei, wurde eingehend die Schutzwirkung des T hio- 
harnstoffes gegen kurzwellige UV-Strahlen (<310 my) untersucht. 


1 Research carried out with the support of the International Atomic Energy 
Agency. 
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Durch 30 Minuten lange Vorbehandlung von Innen- und Aufenepider- 
men der Zwiebelschuppen von Allium cepa mit 0.1—0.5 mol Thioharnstoff 
konnte ein Schutz bis auf das Siebenfache der fiir unbehandelte Kontrollen 
geltenden Letaldosis erzielt werden. Diese starke Schutzwirkung ist mit 
den bisherigen Erfahrungen iiber chemischen Strahlenschutz nicht vereinbar. 

Es wurden daher nicht vorbehandelte Schnitte zur Halfte mit 1 cm tiefen 
Quarzkiivetten abgedeckt, die Thioharnstoff ‘1 Mengen enthielten, die einer 
5 wu bzw. 10 uw dicken Schicht einer 0,1, 0,2 und 0.5 mol. Thioharnstofflésung 
entsprachen. Die Schutzwirkung war weitgehend ahnlich jener, wie sie durch 
die 30 Minuten lange Vorbehandlung der Schnitte mit gleich konzentrierten 
Lésungen erzielt worden war. Daraus wurde der Schlu gezogen. daft zu- 
mindest die wesentliche Schutzwirkung des Thioharnstoffes in der Pflanzen- 
zelle auf dessen hoher UV-Absorption beruht. 

Die Messung der UV-Transmission der zu den Versuchen verwendeten 
Lésungen mittels eines Beckmann-Spektrophotometers bestiatigte die starke 
UV-Absorption des Thioharnstoffes und machte auch die mit-der Abnahme 
der Konzentration abnehmende Schutzwirkung als Folge der Verschiebung 
der Transmissionsgrenzen immer weiter in den kurzwelligen Bereich der 
UV-Strahlung verstandlich. 

Da auch eine 1 cm tiefe. mit 2%iger Essigsdure gefiillte Quarzkiiveite. 
die das kurzwellige UV bei etwa 230 mu abschneidet. der darunterliegenden 
Zwiebelepidermis noch einen betrachtlichen Filterschutz gewahrt. erscheint 
erwiesen, dal} die verwendete UV-Strahlenquelle noch reichlich Strahlen 
kiirzer als 230 mu aussendet und daft diese eine stark schidigende Wirkung 
auf das Protoplasma ausiiben. In diesem Bereich diirfte es aber schon zu 
starkeren strahlenchemischen Zerlegungen mit Bildung von Ionen, Radika- 
len und Peroxyden kommen (Livingstone 1955), so daf hier auch ein 
chemischer Strahlenschutz wirksam werden kénnite. Dies blieb weiter zu 
verfolgen. 

In vorliegender Untersuchung wurde vor allem die Wirkung verschieden- 
ster schwefelhaltiger Verbindungen auf ihre Schuizwirkung 
gegen kurzwellige UV-Strahlen gepriift. Diese Stoffe wurden gewahlt. weil 
sich unter ihnen eine Reihe solcher finden. die schon im Tierversuch. wie 
auch an Bakierien und gelegentlich an héheren Pflanzen als chemische 
Strahlenschutzstoffe. meist gegen die Wirkung von Réntgenstrahlen, erkannt 
wurden (Zusammenfassungen: Bacq und Alexander 1958. Hollaen- 
der et al. 1959). 

Die in unserer vorangegangenen Studie gewonnenen Erfahrungen iiber 
den ausschlaggebenden Anteil der physikalischen Absorption an 
der Schuizwirkung des Thioharnstoffes gegen den schadigenden FEinflu# 
kurzwelliger UV-Strahlen auf Pflanzenzellen legte es nahe. vorerst fiir alle 
auf ihre Schutzwirkung zu priifenden Stoffe in den in Frage kommenden 
Konzentrationen deren UV-Transmission bzw. -Absorption zu bestimmen. 
Wir erhielten dadurch eine solche Auswahl von Fliissigkeitsfiltern fiir die 
verschiedenen Bereiche kurzwelliger UV-Strahlung. daf sich von selbst eine 
Zweiteilung unserer Arbeit anbot: 1. die Untersuchung der Resistenzgrenzen 
und zytomorphologischen Veranderungen an Zwiebelepidermiszellen in den 
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verschiedenen Bereichen kurzwelliger UV-Strahlung unter Verwendung von 
Kiivettenfiltern und erst 2. die Untersuchung der Schutzwirkung dieser 
Stoffe gegen kurzwelliges UV nach Vorbehandlung der Zwiebelepidermen 
mit diesen Substanzen. 


Material und Methode 


Als Versuchsobjekte dienten auch in dieser Untersuchung in erster 
Linie Innenepidermen der von aufen gezahlt zweiten oder dritten fleischi- 
gen Schuppe der Zwiebel von Allium cepa. Die leichte Praparierbarkeit 
der einschichtigen Zwiebelhautchen nach der von Strugger (1935) be- 
schriebenen Methode (Einschneiden der Innenepidermis eines Sektors einer 
Zwiebelschuppe durch Liangs- und Querschnitte in rechteckige Felder, Ent- 
liiftung bzw. Infiltration mit Wasser in einem weithalsigen Flaschchen mit 
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe und Abhebung der sich nun leicht loslésen- 
den Epidermisstiickchen mit einer Pinzette) erméglichte die Verwendung 
einer grofen Zah] weitgehend gleichwertiger, unverletzter Schnitte fiir 
jeden Versuch. 

Fir die Untersuchung der Wirkung gefilterter UV- 
Strahlung wurden die auf einer Glasplatte auf wassergetranktes Filter- 
papier gelegten Schnitte zur Halfte mit dem entsprechenden Glas- oder 
Kiivettenfilter bedeckt, so daf die zweite, vollbestrahlte Halfte die Wirkung 
der Gesamtstrahlung erkennen lief. In einigen Fallen wurden auch langere 
Epidermisstreifen verwendet, so daf von beiden Schmalseiten her je ein 
Drittel des Schnittes mit einem Filter bedeckt werden konnie, wobei das 
dazwischen freibleibende. mittlere Drittel als Kontrolle fiir die Wirkung 
der ungefilterten Gesamtstrahlung diente. 

Die Abdeckung mit einem WG,-Filter der Fa. Schott & Gen. erwies sich 
als gleichwertig einer Abdeckung mit einem vollig strahlenundurdchlassigen 
schwarzen Plattchen. Alle beobachteten Schadwirkungen der UV-Strahlen 


wurden daher durch Wellenlangen kiirzer als etwa 310 my ausgelést. 


Der Vergleich mit einer solchen ,unbestrahlten* Kontrolle am sel- 
ben Schnitt ist notwendig. um damit auch jene Veranderungen zu be- 
riicksichtigen. die Plasmastrémung oder Chondriosomen und Leukoplasten 
durch die Vorbehandlung oder durch verschieden lange Wasserung erfahren: 
Wie auch von Alexandrow und Grousova (1960) beschrieben, zeigen 
namlich die frisch von den Zwiebelschuppen abgehobenen Innenepidermen 
meist nur eine sehr schwache Plasmastrémung und kurze Chondriosomen, 
wihrend nach mehrstiindiger Wasserung die Plasmastrémung erst intensiv 
einsetzt und die Chondriosomen ihre langgestreckten, flexibel im strémen- 
den Plasma sich schlangelnd bewegenden Formen annehmen. Nur der Ver- 
gleich mit den, abgesehen von der Bestrahlung, vollkommen gleich behan- 
delten Kontrollen am selben Schnitt erlaubt daher die Wirkung der Strah- 
lung klar zu erfassen. 

Als Strahlenquelle diente wie in der vorangegangenen Arbeit 
eine Astralux-Quarzanalysenlampe mit einem geraden Hochdruckquarz- 
brenner (AS 300) aus 23cm Entfernung bei normaler Netzspannung von 
220 Volt. 
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Um einen Vergleich mit unseren alteren Arbeiten zu erméglichen, erfolgte 
die Dosisangabe wiederum durch die Bestrahlungsdauer. 

Folgende Substanzen wurden, sowohl in Kiivettenfiltern (1 cm tiefe 
Quarzkiivette) wie durch Vorbehandlung der Zwiebelepidermen mit ihnen, 
gepriift: 


Harnstoffderivate und verwandte Verbindungen: 


Harnstoff S-Methylthioharnstoff 
Thioharnstoff Aminoaethylisothioharnstoff (AET) 
Methylthioharnstoff Methylallylisothioharnstoff (MAT) 
Dimethylthioharnstoff Semicarbazid 
Tetramethylthioharnstoft Thiosemicarbazid 
N-Acetylthioharnstoff Thioazetamid 


Thioalkohole: 
Mercaptoaethanol Thioglyzerin 


Schwefelhaltige organische Sauren: 
Na-thioglycolat Cystein 
Glutathion (red. Form) 

Anorganische Schwefelverbindungen: 
Na-dithionat Na-thiosulfat 


Zur Durchfiihrung der Schutzversuche durch Vorbehand- 
lung wurden die Schnitte im allgemeinen fiir 30 Minuten in die betreffen- 
den Lésungen (meist 0,1 mol oder 0,2 mol) eingebracht und dann zur Be- 
strahlung auf Filterpapier aufgelegt, das mit den gleichen Lésungen ge- 
trankt war. Dadurch wurde die Gefahr eines Herausdiffundierens der ein- 
gedrungenen Lésung im Verlauf der Bestrahlung vermieden. Vor der Be- 
strahlung wurden die Schnitte stets oberseits mit einem trockenen Filter- 
papier abgesaugt, so daf{ keine Filterwirkung seitens einer iiberstehenden 
Fliissigkeit gegeben war. Eine an den vorbehandelten Schnitten auftretende 
Schuizwirkung durch physikalische Absorption (,,konkurrierende Absorp- 
tion“) war daher ausschlieflich auf jene Stoffmengen zuriickzufiihren, die 
in die Zellwand oder in den Protoplasten eingedrungen waren. 

Die Beobachtung der Strahlenschadigung bzw. des durch 
die Filter oder durch die Vorbehandlung erzielten Schutzes erfolgte 24 Stun- 
den nach der Bestrahlung. Wahrend dieser Zeit lagen die Sdhnitte in 
Leitungswasser. Das Uberschreiten der Resistenzgrenze war am Absterben 
der Zellen zu erkennen. Als Anzeiger subletaler Schadigungen dienten 
Schnelligkeit des Plasmolyseeintrittes (Anderung der Wasserpermeabilitiat), 
Plasmolyseform (Anderung der Viskositat), Plasmastrémung sowie Ver- 
anderungen in der Form der Chondriosomen und Leukoplasten (vgl. Bie b] 
1942a, b, Biebl und Url 1958, Biebl, Url. Janeéek 1961). 

Die UV-Transmission der verwendeten Lésungen wurde mit 
einem Beckmann-Spektralphotometer bestimmt, und zwar stets im Vergleich 
zu einer mit dest. H.O gefiillten Quarzkiivette. 

In den Fallen, in denen die UV-Transmission der Zwiebelepidermen 
selbst gemessen wurde, wurden lange Epidermisstreifen im feuchten Zu- 





Untersuchungen iiber Strahlenschuiz an Pflanzenzellen 267 


stand im Innern der leeren Spektrophotometer-Kiivette an ein Quarzfenster 
angelegt. Einige Tropfen Wasser am Boden der wahrend der Messung ver- 
schlossenen Kiivette verhinderten ein Austrocknen. 


I. Die Wirkung verschiedener Bereiche kurzwelliger UV-Strahlen 
1. Versuche mit Schott-Filtern 


Erste orientierende Versuche zur Frage der Wirkung verschiedener 
Bereiche kurzwelliger UV-Strahlung auf die Pflanzenzelle wurde mit vier 
handelsiiblichen Glasfiltern der Fa. Schott & Gen.. Jena. ausgefiihrt. Ver- 
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Abb. 1. Allium cepa, Innenepidermis. Resistenz unter verschiedenen Schott-Filtern- 
Unten: UV-Transmission der verwendeten Filter. 


wendet wurden die Filter WG, (2mm), WG, (2mm) und die UV-Filter 
UG, (imm) und UG, (i mm). 

Die Transmissionseigenschaften dieser Filter sowie die Resistenz der von 
ihnen abgedeckten Zwiebel-Innenepidermen sind in Abb. 1 einander gegen- 
iibergestellt. Die rechts von den Transmissionskurven der beiden WG-Filter 
gelegenen Teile des UV-Spektrums werden von den Filtern absorbiert, die 
links gelegenen durchgelassen. Die UG-Filter sind im wesentlichen nur fiir 
bestimmie Ausschnitte des ultravioletten Lichtes durchlassig, UG, nur fiir 
den langwelligen Bereich von etwa 280—400 mu, UG, auch noch weiter in 
den kurzwelligen Spektralbereich. etwa 220—440 mu. 
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In dem in Abb. 1 wiedergegebenen Versuch wurden nur Bestrahlungs- 
zeiten bis 10 Minuten angewendet. Diese wurden von den unter UG,, WG, 
und WG, bestrahlien Zellen, bei Beobachtung 24 Stunden nach der Bestrah- 
lung, durchwegs iiberlebt. Die Todesgrenze der ungefiltert bestrahlten Kon- 
trollen lag bei 1 Minute Bestrahlungsdauer, wahrend die Zellen unter dem 
UG,-Filter bis zu einer Bestrahlungsdauer von 2 Minuten vollstandig leb- 
ten, nach 4 Minuten Bestrahlung aber teilweise und nach 6 Minuten Bestrah- 
lung zur Ganze getétet waren. 

Die Plasmastrémung lief jedoch schon unter dem WG,-Filter 
einen deutlichen Unterschied zum Verhalten unter WG, und UG, erkennen. 
Er ist der Tabelle 1 zu entnehmen. Wie schon friiher ausfiihrlich mitgeteilt 
(Biebl 1942a, Biebl und Url 1958) und auch von anderen Autoren 
(Glubrecht 1953) beobachtet, auRert sich schon eine geringfiigige UV- 
Schadigung der Zellen in einer Verlangsamung und schlieflich einem Still- 
stand der Plasmastrémung. Wahrend nun die Plasmastrémung nach Be- 
strahlung noch ebenso stark war wie in unbestrahlten Kontrollen, war sie 
unter dem WG,-Filter nur nach 2 Minuten Bestrahlung als normal zu be- 
zeichnen. Nach 4 Minuten Bestrahlung war sie schon auferst verlangsamt, 
und ab 6 Minuten Bestrahlung war fast nur mehr Brownsche Molekular- 
-bewegung (BMB) im Cytoplasma wahrzunehmen. Entsprechend der starke- 
ren Schadigung bei Bestrahlung durch das UG,-Filter trat dort die Hemmung 
der Plasmastrémung schon ab einer Bestrahlungsdauer von % Minute ein. 
Nach 1 Minute Bestrahlung war sie schon duferst verlangsamt und nach 
2 Minuten Bestrahlung wurde sie bereits von kurzen Glitschbewegungen 
und BMB abgeldst. Bei den direkt bestrahlten Kontrollen war die Plasma- 
strémung schon nach % Minute Bestrahlung vollstandig sistiert. 


Tab. 1. Allium cepa, Innenepidermis. Lebenszustand nach verschieden langer Voll- 
bestrahlung (Kontrolle) und Bestrahlung durch verschiedene Schott-Filter. Beob- 
achtung 24 Stunden nach der Bestrahlung. 

1 = beste Plasmastrémung, 1°() = gute Plasmastrémung, 1° = sehr schwache Plas- 
mastrémung. 1() = Glitschbewegungen bis BMB, | = lebend. + = teilweise tot, 

+ = tot. 





: Bestrahlungsdauer (Minuten) 
Filter ae = tame 





Voll bestrahlte Kontrolle ..... 











Nicht minder deutlich aufert sich die subletale Strahlenwirkung unter 
dem WG,- und dem UG,-Filter im Plasmolyseverhalten. Die vor- 
angegangenen Untersuchungen hatten gezeigt, daf sich die subletale Wir- 
kung einer Bestrahlung mit kurzwelligem UV (< 310 my) in den Zellen der 
Zwiebel-Innenepidermis in einem schnelleren Plasmolyseeintritt (erhdhte 
Wasserpermeabilitat) und in einer schnelleren Rundung der Protoplasten 
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(herabgesetzte Viskositat bzw. Verminderung des Haftvermégens des Proto- 
plasmas an der Zellwand) ausdriickt. 

Abb. 2 zeigt Dunkelfeldaufnahmen eines Schnittes, der bei der Bestrah- 
lung links durch ein WG,-Filter und rechts durch ein WG,-Filter abgedeckt 
war, wahrend in dem unbedeckten Mittelteil die volle Strahlung des Quarz- 
brenners auftreffen konnte. 24 Stunden nach der Bestrahlung wurde der 
Schnitt in 1,5 mol Glyzerin plasmolysiert. Unter WG, und bei direkter Be- 
strahlung zeigt sich das gewohnte Bild: unter WG, ein langsameres und 
zaheres Loslésen des Protoplasten, der sich erst nach langer Zeit zu runden 
heginnt, im direkt bestrahlten Teil hingegen ein schneller Plasmolyseeintritt 


Abb. 2. Allium cepa, Innenepidermis. Links durch WG;, Mitte direkt, rechts durch 


WG,, eine halbe Minute lang UV-bestrahlt. 24 Stunden spater in 1,5 mol Glyzerin 
plasmolysiert. 


mit glatten, konkaven Abhebungen, die rasch zu einer bikonvexen Rundung 
fiihren. Unter dem WG,-Filter ist nun bereits die gleiche Tendenz zu er- 
kennen. Die Plasmolyse tritt rascher ein als unter WG, und die Protoplaste 
streben von Anfang an zur bikonvexen Plasmolyseform. 

Man wird daraus schliefen diirfen, da schon die Wellenlangen zwischen 
den Transmissionsgrenzen des WG, und WG,, die etwa einem Bereich von 
260 bis 310 mu entsprechen, jene Wirkungen auf das Protoplasma ausiiben, 
die zu einer Erhéhung der Wasserpermeabilitét und zu einer Verringerung 
der Viskositat bzw. einer Herabsetzung des Haftvermégens des Protoplas- 
mas fiihrt. 

Abb. 3 bringt Bilder eines Versuchs, in dem ein Zwiebelepidermisschnitt 
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Y/4 ES BE BPN er; ' : 
Abb. 3. Allium cepa, Innenepidermis. Links durch WG,, Mitte direkt und rechts 


durch UG, eine halbe Minute lang bestrahlt. 24 Stunden spiter in 1,5 mol Glyzerin 
plasmolysiert. 




















Wi PER OP Ia 1. ; 
Abb. 4, Allium cepa, Innenepidermis. Wie Abb.3, aber 2 Minuten lang bestrahlt. 
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im linken Drittel durch ein WG,-Filter und im rechten durch ein UG,-Filter 
bestrahlt worden war. wahrend der mittlere Teil wieder die volle Strahlung 
erhielt. Hier ist die schnellere und starkere Plasmolyse im voll bestrahlten 
Teil (Mitte) besonders deutlich. aber auch die durch das UG,-Filter be- 
strahlten Zellen (rechts) zeigen wesentlich starkere und vor allem gerunde- 
tere Plasmolyseformen als die von dem WG.,-Filter bedeckt gewesenen 
Zellen (links). 

Daf durch langere Bestrahlung (2 Minuten) auch unter dem UG,-Filter 
Plasmolysegrade und Plasmolyseformen erreicht werden. die jenen nach 
einer halben Minute direkter Bestrahlung vollkommen entsprechen, zeigt 
Abb. 4. Die Aufnahmen lassen unter WG, (links) die gleich zahzipfeligen 
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Abb. 5. Transmissionskurven verschiedener Essigséurekonzentrationen. 


Plasmolyseformen erkennen wie nach einer halben Minute Bestrahlung. 
Die direkt bestrahlten Zellen des mittleren Teiles sind nunmehr schon voll- 
stindig abgestorben. Die Zellkerne sind geschrumpft und treten deutlich 
konturiert hervor. Unter dem UG,-Filter (rechts) finden sich aber jetzt 
Plasmolyseformen, die vollstandig jenen gleichen. wie sie mit der unge- 
filterten Gesamtstrahlung des Quarzbrenners schon nach einer halben 
Minute Bestrahlung erzielt wurden (vgl. Abb. 3). 


2. Versuche mit Kiivetten-Filtern 
a) Resistenzgrenzen 


Als Vorversuch wurden Zwiebel-Innenepidermen zur Halfte mit der 
leeren, 1 cm tiefen Quarzkiivette abgedeckt und in einer Bestrahlungsserie 
die Resistenzgrenzen in der abgedeckten und der bestrahlten Schnitthalfte 
bestimmt. Es zeigten sich keine Unterschiede. Die Lebensgrenze lag einheit- 
lich bei % Minuten Bestrahiung. 1 Minute Bestrahlung fiihrte in beiden 
Fallen zum Tod der Zellen. 
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Im folgenden wurde nun die Quarzkiivette in 1m tiefer Schicht mit 
den verschiedenen Versuchslisungen gefiillt und so als Filter beniitzt. 

Altbekannt ist die Verwendung von 2%iger Essigsiure zur Abfilterung 
der UV-Strahlen kiirzer als etwa 240 mu. Es wurde daher auch diese in die 
Versuchsreihen mit einbezogen. Dariiber hinaus wurden mit dem Beckmann 
Spekiralphotometer auch die Durdchlassigkeitskurven fiir schwiichere 
Essigsdurekonzentrationen bestimmt. Von ihnen verdient besonders die 
0,5 %ige Essigsiure Beachtung. die zwischen 250 mu und 220 mu einen steilen 
Abfall ihrer Transmission von 93% auf 3% zeigt und sich somit als vor- 
ziigliches Stufenfilter erweist, dessen Transmission noch etwa 10 mu weiter 
in den kurzwelligen Bereich des UV-Spektrums reicht als die 2%ige Essig- 
saure. Die noch starkeren Verdiinnungen schneiden die kurzwelligen Strah- 
len nicht mehr vollstandig ab, sondern werden in zunehmendem MaB auch 
fiir diese durchlissig (Abb. 5). 

Als eine Filterfliissigkeit. deren ‘Transmissionskurve erst zwischen 
230mu und 210myu steil von 85% auf 3% abfallt und damit die Durch- 
lassigkeit der 0.5%igen Essigsiure noch einmal um etwa 10 mu nach den 
kurzwelligen Bereich hin iibertrifft. konnte 0.1 mol Semicarbazid-HCl in 
1cem dicker Schicht festgestellt werden. 

Von den auf ihre Schutzwirkung zu priifenden Substanzen wurden fiir 
die 1cem tiefe Quarzkiivette zumeist Konzentrationen von 10-4 mol bis 
5.10-4 mol verwendet, was einer 10 «4 dicken Schichie von 0.1 bis 0.5 mol 
entspricht. Fiir Thioharnstoff hat sich namlich gezeigt (Biebl. Url. 
Janeéek 1961), daf die UV-Absorptionen so diinner Fliissigkeitsschichten 
etwa den durch Vorbehandlung der Zwiebelepidermen mit diesen Konzen- 
irationen zu erzielenden Schutzwirkungen entsprechen. 

Abb. 6 zeigt das Ergebnis von Kiivettenfilter-Versuchen, in denen Filter- 
fliissigkeiten verwendet wurden. deren Transmission sich abgestuft immer 
weiter in den kurzwelligen Bereich der UV-Strahlung erstreckte. 

Eine 1 cm dicke Fliissigkeitsschichte von 10-4 mol Semicarbazid-HCl und 
10-4 mol Harnstoff, die nur einen ganz geringen Teil der kiirzestwelligen 
UV-Strahlen absorbieren. haben gegeniiber der ungefiltert bestrahlten Kon- 
trolle praktisch keinerlei Schutzwirkung. Hingegen wird eine solche bei 
Verwendung von 0.1 mol Semicarbazid-HCl, das nur die kiirzestwelligen 
Strahlen unterhalb von etwa 220 my absorbiert, bereits deutlich. Die fiir 
die ungefiltert bestrahlte Kontrolle letale Bestrahlungszeit hat sich schon 
auf mehr als das Doppelte erhéht. Ein Filter aus 0.5%iger Essigsaiure lat 
die Resistenz bis zur 4fachen. 2% ige Essigsaure bis zur 6fachen, 3. 10~4 mol 
Thioharnstoff bis zur 9fachen und 2.10-4 mol Tetramethylthioharnstoff bis 
zur 15fachen Letaldosis der unter dest. H,O besirahlten Zellen ansteigen. 
WG.. dessen Durchlissigkeitsgrenze im Mittel bei 310m gelegen ist, 
schiitzte die durch dieses Glasfilter bestrahlien Zellen bis zur langsten ver- 
wendeien Bestrahlungsdauer von 23 Minuten, was der 23fachen Letaldosis 
der ungefiltert bestrahlten Kontrollen entspricht. 

Es ergibt sich somit eine gleichmafig gegen den kurzwelligen Bereich 
des UV-Spektrums zunehmende Schadwirkung. 

Besonderes Interesse verdienen die Resistenzgrenzen unter 10—4 mol 
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Thioharnstoff und unter 10-*mol Tetramethylthioharnstoff, Sie scheinen 
aus der gleichmafig gegen den langwelligen Bereich des UV-Spektrums 
ansteigenden Resistenzreihe herauszufallen. Ein Blick auf ihre Trans- 
missionskurven (Abb. 6. unten) gibt die Erklarung: Beide zeigen unterhalb 
230 mw noch einmal einen Anstieg der Strahlendurchlassigkeit. und dieser 
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Abb. 6. Lebensgrenzen von Zwiebel-Innenepidermen. die durch verschiedene Kii- 
vettenfilter und durch WG, UV-bestrahlt wurden. Unten: Transmissionskurven 
der Filterfliissigkeiten und des Schott-WG,-Filters. 


reicht offensichtlich aus, um die Resistenzgrenze der Zwiebelzellen so merk- 
lich herabzusetzen. 

Noch schéner konnte diese starke Wirksamkeit des kurzwelligen UV bei 
Verwendung von 10-4mol Thioazetamid und von 10-4 mol N-Azetylthio- 
harnstoff als Filterfliissigkeit festgestellt werden. Diese beiden Lésungen 
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zeigen einerseits eine steilabfallende [Transmission zwischen etwa 280 und 
240 mu, andrerseits aber einen zweiten sehr starken Transmissionsbereich 
zwischen etwa 240 und 220 (bzw. 210) mu. Ihre Transmissionskurven sowie 
ihre Filterwirkungen auf die Zwiebelzellen sind in Abb. 7 jenen von 
0,1 und 10-4 mol Thioglyzerin sowie von 05%iger Essigsiure gegeniiber- 
gestellt. 


Die in Abb. 7 wiedergegebenen Versuche sind mit Epidermen ein und 
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Abb. 7, Allium cepa, Innenepidermis. UV-Schutz uniter verschiedenen Filterlésungen 
und deren Transmissionskurven. 


derselben Zwiebel ausgefiihrt und somit streng vergleichbar. Der gegeniiber 
der ungefiltert bestrahlten Kontrolle um ein klein wenig bessere Lebens- 
zustand der unter 10-4 mol Thioglyzerin bestrahlten Zellen kann entweder 
schon auf die geringfiigige Absorption oder aber auch auf geringe 
Reflexionsverluste an der Quarzkiivette zuriickgehen. Das 0.5%ige Essig- 
saure-Filter schiitzte die darunter bestrahlten Epidermen schon bis zur 
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Abb. 8, Allium cepa. Innenepidermis. UV-Schutz unter verschiedenen Filterfliissig- 
keiten und deren Transmissionskurven. 
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Abb. 9, Allium cepa, Innenepidermis. UV-Schutz unter verschiedenen Filterfliissig- 
keiten und deren Transmissionskurven. 
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5fachen und 0,1 mol Thioglyzerin bis zur 13fachen der fiir die ungefiltert be- 
strahlten Kontrollen letalen Bestrahlungsdauer. 

Unter 10-* mol N-Azetylthioharnstoff und unter 10-4 mol Thioazetamid, 
die den Bereich von 280 my bis etwa 245 my fast vollstandig absorbieren, 
liegen die tédlichen Bestrahlungszeiten hingegen schon bei der 4fachen bzw. 
>fachen letalen Bestrahlungszeit der direkt bestrahlten Zellen, also niedri- 
ger als unter 0,5%iger Essigsiure. Die Transmissionskurven geben wieder 
die Erklarung: Beide Lésungen haben ein zweites Maximum der Durch- 
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Allium cepa, Innenepidermis. UV-Schutz unter verschiedenen Konzen- 
trationen von Glutathion und deren Transmissionskurven. 


lissigkeit im kurzwelligen Bereich der UV-Strahlung und lassen hier noch 
e:nen betrachtlichen Anieil kiirzerwelliger Strahlen durch als die Essigs‘iure. 

Wie sehr die schidigende Wirkung mit dem Anteil der kiirzestwelligen 
UV-Strahlen zunimmt, ergibt sich sch6n aus dem Unterschied, der auch noch 
in der Filterwirkung von N-Azetylthioharnstoff und Thioazetamid besteht. 
Thioazetamid bietet einen merklich geringeren Absorptionsschutz, da seine 
Durdchlassigkeit im Bereich um 210 mu noch um etwa 30% gréBRer ist als die 
des N-Azetylthioharnstoffes. 


Die Abbildungen 8, 9 und 10 bringen entsprechende Versuche mit eini- 
gen weiteren Substanzen und kénnen fiir sich selbst sprechen. 
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b) Wirkung subletaler Bestrahlungen mit verschiedenen UV-Bereichen auf 
das Protoplasma 


Der Punkt 14 der Zusammenfassung unserer yorangegangenen Thio- 
harnstoffarbeit lautete: .Die nach subletaler Bestrahlung an nicht vor- 
behandelten Zwiebel-Innenepidermiszellen besonders deutlich zu beobach- 
tende Erhéhung der Wasserpermeabilitat und bei Dauerwasserung nach 
der Bestrahlung eintretende Exosmose von Zellsaftstoffen sowie die Hem- 
mung der Glyzerinpermeabilitat in den Aufenepidermen der Zwiebel- 
schuppen wird durch die Thioharnstoff-Vorbehandlung nicht heein- 
fluRt. 

Trotz Verlingerung der letalen Bestrahlungsdauer auf das Drei- bis 
Vierfache treten die erwahnten Permeabilitatsanderungen auch bei den mit 
Thioharnstoff vorbehandelten Schnitten nach gleich kurzen Bestrahlungs- 
zeiten auf wie bei den nicht vorbehandelten Kontrollen. Auch die Abrun- 
dung der Chondriosomen und Leukoplasten erfolgt nach gleich kurzen 
Bestrahlungszeiten wie bei den unbehandelten Kontrollen. 

Dies fiihrt zu der Annahme. daf es sich hier um eine vollig anders ge- 
artete Strahlenwirkung handelt als bei jener, die zum Zelltod fiihrt.* 

Die Kiivettenversuche mit den verschieden absorbierenden Filter- 
fliissigkeiten waren nun bestens geeignet. auch diese Frage des Einflusses 
der verschiedenen UV-Bereiche auf das Protoplasma und seine Inhaltskérper 
naher zu untersuchen. 

Abb. 11 zeigt die Wirkung einer auch bei direkter Bestrahlung noch 
subletalen Bestrahlungsdauer von % Minute auf Plasmolyseeintritt 
und Plasmolyseform der Innenepidermen von Zwiebelschuppen von 
Allium cepa. Quer zur Zwiebelschuppe geschnittene Innenepidermisstreifen 
(wegen mdglicher physiologischer Verschiedenheiten der Zellen zwischen 
Basis und Spitze der Zwiebelschuppen) wurden bei diesen Versuchen links 
zu einem Drittel mit einem WG,-Filter und rechts zu einem Drittel mit dem 
auf seine Wirkung zu priifenden Kiivettenfilter abgedeckt, wahrend das 
mittlere Drittel als Kontrolle der vollen Strahlung ausgesetzt wurde. Die 
Transmissionseigenschaften der verwendeten Filterfliissigkeiten sind den 
Abbildungen 6 und 7 zu entnehmen. 

Die direkt (ungefiltert) bestrahlten mittleren Teile der einzelnen Schnitte 
zeigten gegeniiber dem von WG, wahrend der Bestrahlung bedeckt gewe- 
senen Teilen, wie altbekannt (Bie b] 1942b), stets einen um 10-50 Sekun- 
den friiheren Plasmolyseeintritt und eine schneller Rundung der Protoplaste 
(d. h. Erhéhung der Wasserpermeabilitat und Herabsetzung der Viskositit 
bzw. des Haftvermégens des Protoplasmas). Der Plasmolyseverlauf unter 
WG, entspricht dabei jenem in vollig unbestrahlten Kontrollen. 

Unter der Tetramethylthioharnstoff-Kiivette war das Verhalten gleich 
dem unter WG,. Das heifit, die Wellenlangen der fiir die in Frage stehen- 
den Erscheinungen mafgebenden UV-Strahlen muf noch unter etwa 280 mu 
gelegen sein. Unter Thioharnstoff, Essigsiure und Semicarbazid war der 
Plasmolyseverlauf hingegen der gleiche wie bei direkter ungefilterter Be- 
strahlung. Unter N-Azetylthioharnstoff und auch unter Thioazetamid glichen 


18* 
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jedoch Plasmolyseverlauf und Plasmolyseformen wieder vollstindig jenen 
unter WG, bzw. Tetramethylthioharnstoff. 

Trotz der infolge starker Durchlassigkeit im kurzwelligen Bereich gerin- 
gen Filterschutzwirkung des N-Azetylthioharnstoffes und des Thioazetamids 
gegen letale Dosen (vgl. Abb. 7) verhindert die hohe Absorption im Bereich 
zwischen etwa 280myu und 240my bei Anwendung subletaler Dosen die 
Wirkung auf den Plasmolyseverlauf. 

Fiir die besondere Wirksamkeit dieses Wellenbereiches auf die Perme- 
abilitatseigenschaften des Protoplasmas sprechen auch einige unverdffent- 
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Abb. 11. Allium cepa. Innenepidermis. 1% Minute UV-bestrahlt (auch bei direkter 
Bestrahlung subletal). 24 Stunden spiter: Plasmolyseformen nach 4 bis 6 Minuten 
in 1,5 mol Glyzerin. 


lichte, orientierende Versuche, die einer von uns (Biebl) an einem grofen 
UV-Monochromator (Fluke und Setlow 1953) am Brookhaven National 
Laboratory (USA) auszufiihren Gelegenheit hatte. Zwiebel-Innenepidermen 
wurden in gleicher Weise wie in unseren Versuchen im mittleren Drittel 
mit den Wellenlangen 289 mu, 265 my, 259 mw und 253,7 mu 5—60 Minuten 
lang bestrahlt, wahrend die beiden Schnittenden abgedeckt als Kontrollen 
dienten. Etwa 4 Stunden nach der Bestrahlung wurde in 0,8 mol KCI plas- 
molysiert. In den meisten Fallen trat in den bestrahlten Teilen die Plas- 
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molyse um 30—60 Sekunden friiher ein als in den abgedeckten. In allen 
Fallen war aber nach einigen Minuten die Plasmolyseform in den bestrahl- 
ten Teilen bikonvex. in den abgedeckten zipfelig-konkav. Im folgenden sind 
die eingestrahlten Intensitaten der verwendeten Wellenlangen des UV- 
Monochromators angegeben 2: 


Wellenlinge Stites Bestrahlungs- 
mu rofostrom  dauer Minuten 


289 1.4(2)ua 20 700 erg/cm?/sec = 

x 1200 Sek. = 8.4 x 10° erg/em? 
265 0.7 20 650 erg/cm?/sec = 

x 1200 Sek. = 7.8 x 10° erg/em? 
259 0.45 20 440 erg/cm?/sec = 

x 1200 Sek. = 5.3 x 10° erg/cem? 
233.7 ().027 60 28 erg/cm?/sec = 

x 3000 Sek. = 1.0 x 105 erg/em? 


Eingestrahlte Energie 


Fiir eine besondere Wirkung dieses UV-Bereiches auf das Protoplasma 
sprechen aber auch noch weitere Beobachtungen. In vorangegangenen Arbei- 


Tab. 2. Allium cepa. Innenepidermis. Plasmastrémung und Organellenform 24 Stun- 

den nach einer innerhalb dieser Zeit subletalen UV-Bestrahlung von % Minute. 

a Plasmastromung: 1) gut. l-sehr schwach, 1) Glitschbewegung bis BMB; b Chon- 

driosomen: lg stabchen- bis schlangenférmig, rd kurz bis vollkommen rund: 
c Leukoplasten: am amdboid. rd abgerundet. 





abgedeckt (WG;) direkt bestrahlt Kiivettenfilter 


Filterfliissigkeit a b Pos ae b c a 





Tetramethylthioharnstoff 
rd 
Thioharnstoff 
5.10-4 mol nt ; " rd 
Hssigsaure 2% he . : , rd 
Essigsaure 0,5% ae : rd 
Semicarbazid 0,1 mol .... as ; rd 
N-Azetylthioharnstoff 
10-4 mol “hs f (- rd Le) 
Thioazetamid 10-4 mol .. per 1() rd rd | +t) J am 











ten (Biebl und Url 1958. Biebl. Url. Janeéek 1961) wurde die Wir- 
kung subletaler UV-Bestrahlungen auf die Form der Chondriosomen und 
Leukoplasten der Zwiebel-Innenepidermen beschrieben. Die Wirkung auf 
die Plasmastr6mung ist schon langer bekannt (Bieb1!1942a,Glubrecht 
1953). Tab. 2 gibt den Grad der Plasmastrémung sowie das Aussehen der 
Chondriosomen und Leukoplasten in dem in Abb. 11 hinsichtlich der Plas- 
molyseformen dargestellten Versuch wieder. Beobachtet wurde wie dort 
24 Stunden nach % Minuten langer Bestrahlung. Zwischen den durch WG, 
abgedeckten Schnitteilen und vollkommen unbestrahlten Kontrollen bestand 
auch hier kein Unterschied. Das Licht des Quarzbrenners langer als 310 mz 


2 Fiir die Unterstiitzung bei der Bestrahlung und die Berechnung der Intensi- 
tiiten bin ich Herrn Dr. D. J. Fl uke. Brookhaven, zu herzlichem Dank verpflichtet. 





280 R. Biebl. W. Url und Gertrude Janeéek 


hatte demnach keinen Einflu® auf die in Frage stehenden zytomorphologi- 
schen Veranderungen. 

Die unbestrahlten Kontrollen sowie die durch WG, bestrahl- 
ten Schnitte zeigten durchwegs gute Plasmastrémung. die Chondriosomen 
hatten nach 24 Stunden Wasserung zum Teil lange. diinne. sich flexibel im 
strémenden Plasma schlingelnde Formen angerommen. die Leukoplasten be- 
saften amoéboid verinderliche, ein-. zwei- oder dreiseitig ausgezipfelte Formen. 


In den direkt. ohne Filterung bestrahlten Schnitteilen war die Plasma- 
stromung sistiert, die Kleininhaltskérper des Cytoplasmas. vor allem die 
Spharosomen, zeigten héchstens noch kurzstreckige Glitschbewegungen oder 
nur mehr BMB. Die Chondriosomen waren verkiirzt und gerundet. Die 
Leukoplasten hatten ihre Fortsatze eingezogen und waren zu runden oder 
evalen Gebilden geworden. 

Unter den verschiedenen Kiivettenfiltern waren die Strahlen- 
wirkungen verschieden. Unter Tetramethylthioharnstoff war wie beim 
Plasmolyseverlauf kein Unterschied zur abgedeckten Kontrolle zu sehen. 
Unter Thioharnstoff, Essigsaure und Semicarbazid war die Auswirkung der 
Bestrahlung auf die Form der Chondriosomen und Leukoplasten gleich wie 
nach direkter Bestrahlung. wahrend unter der N-Azetylthioharnstoff- und 
der Thioazetamid-Kiivette wiederum kein Unterschied zu der mit WG, ab- 
gedeckten Kontrolle festzustellen war. 

Es weist dies darauf hin, daf der von den beiden letztgenannten Filter- 
fliissigkeiten weitgehend absorbierte Wellenbereich zwischen 240 mu und 
280 mu ebenso wie fiir den Plasmolyseverlauf der Zwiebelzellen auch fiir 
das Zustandekommen der erwahnten zytomorphologischen Veranderungen 
verantwortlich ist. 

Die gleiche Tendenz. wenn auch nicht so klar ausgepragt. lie® sich bei 
Beobachtung der Glyzerinpermeabilitat der Aueren, morpho- 
logisch unteren Zwiebelschuppen-Epidermis sowohl bei roten wie bei gel- 
ben Zwiebelp erkennen. Die Hemmung der Glyzerinpermeabilitat unter 
Einwirkung von UV-Strahlen kiirzer als 310 mu gehért zu den auffallend- 
sten und jederzeit reproduzierbaren subletalen Bestrahlungseffekten 
(Biebl 1942b. Toth 1949). Werden zur Halfte mit einem WG,-Filter 
abgedeckie AuBenepidermen einer Zwiebelschuppe mit einer innerhalb von 
24 Stunden subletalen UV-Dosis (z. B. 2—3 Minuten) bestrahlt und 24 Stun- 
den nach der Bestrahlung in eine 1.0 mol. Glyzerinlésung eingelegt, so tritt 
mehr oder weniger gleichmafig in beiden Schnitthalften Plasmolyse ein. 
Wahrend diese aber in der durch das WG, bestrahlten Halfte im Verlauf 
von 1—2 Stunden infolge Glyzerineintrittes in die Vakuolen vollstandig 
zuriickkgeht. bleibt sie in der vollbestrahlten Halfte stundenlang in bikon- 
vexer Form erhalten (vgl. Abb. 10 in Biebl. Url. Janeéek 1961). Die 
Glyzerinpermeabilitat ist hier stark gehemmt. 

In unseren Kiivettenfilter-Versuchen wurde jeder Schnitt. wie vorhin die 
Innenepidermen, von der einen Schmalseite her mit einem WG,-Filter. von 
der anderen mit einem der verschiedenen Kiivettenfiltern abgedeckt. wah- 
rend die Mitte wieder der vollen UV-Bestrahlung ausgesetzt wurde. 24 Stun- 
den spater wurden die Schnitte in 1.0mol Glyzerin eingelegt. Nach 2 Stun- 
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den zeigte sich das gewohnte Bild: das durch WG, abgedeckte Schnittdrittel 
war vollstandig deplasmolysiert. das voll bestrahlte Mittelstiick zeigte 
durchwegs starke bikonvexe Plasmolysen. 

In den durch die Kiivettenfilter bestrahlten Schnitteilen waren die Bil- 
der unterschiedlich. zeigten aber keine so klare Wellenlangenabhangigkeit 
wie der Plasmolyseverlauf und die Organellenformen in den Zellen der 
Zwiebelinnenepidermis. Tab. 3 bringt das Ergebnis eines Versuches mit je 
zwei Aufenepidermis-Schnitten (a. b) einer roten Zwiebel. 


Tab.3. Allium cepa. rote Aufenepidermis einer Zmwiebelschuppe. Hemmung der 
Glyzerinpermeabilitaét 24 Stunden nach 2 Minuten UV-Bestrahlung. Beobachtet 
2 Stunden nach Einlegen in 1.0mol Glyzerin. 





abgedeckt direkt is . 
(WG,) bestvahis | Kiivettenfilter 


Filterfliissigkeit 





Tetramethylthioharnstoff 2.10-4 mol ... deplasmo- bikonvex a) 85—90% depl. 
lysiert b) 90% depl. 
Thioharnstoff 5. 10-4 mol depl. bikonvex a) 15% depl. 
b) 3% depl. 
Essigséure 2% depl. bikonvex *) 95% ~~ 
) 85% depl. 
Essigséure 0,5% depl. bikonvex a) 25% depl. 
| b) 70% depl. 
Semicarbazid 0,1 mol depl. bikonvex a) 50% depl. 
b) 75% depl. 
N-Azetylthioharnstoff 10-4 mol depl. bikonvex a) 100% depl. 
b) 97% depl. 
Thioazetamid 10-4 mol... depl. bikonvex a) 70% depl. 
b) 90% depl. 








Wenn wir ein iibereinstimmendes Verhalten der UV-Strahlen bedingten 
Permeabilitaétshemmung fiir Glyzerin in den Zwiebelaufenepidermen mit 
den Strahlenwirkungen auf das Plasma der Innenepidermen (vgl. Abb. tt 
und Tab. 2) suchen wollen. so erscheint dies fiir die Kiivettenfilter mit 
Tetramethylthioharnstoff, N-Azetylthioharnstoff und Thioazetamid einiger- 
mafen gegeben. In allen drei Fallen sind die durch die Kiivettenfilter be- 
strahlien Zellen in ihrer iiberwiegenden Mehrzah| deplasmolysiert und 
entsprechen damit dem Verhalten unter dem WG,-Filter bzw. in voll- 
kommen unbestrahlten Kontrollschnitten. Unter den iibrigen Kiivetten- 
filtern ware jedoch eine gréfere Ahnlichkeit im Permeabilitatsverhalten 
mit jenem in den direkt bestrahlten Zellen, d. h. eine gleichmafigere 
Permeabilitatshemmung zu erwarten gewesen. Am weitestgehendsten war 
sie unter dem Thioharnstoff-Filter gegeben. In den iibrigen Fallen war stets 
auch ein hoher Prozentsatz der Zellen deplasmolysiert. 

Eine Erklarung dafiir mag in der gréReren Verschiedenheit der indivi- 
duellen UV-Resistenz der Zellen der Zwiebel-AuBenepidermen gelegen sein. 
Fiir diese ist namlich bei letalen Grenzdosen stets ein .scheckiges“ Ab- 
sterben charakteristisch. d. h. es beginnen nicht gréfere Zellkomplexe gleich- 
mafRig abzusterben. sondern bald hier eine Zelle, bald dort eine. 

Genau das gleiche Bild finden wir bei Verwendung subletaler Bestrah- 
fungszeiten im Hinblick auf die Glyzerinpermeabilitat. Abb. 12 bringt als 
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Beispiel einen Ausschnitt aus dem durch das 0,1 mol Semicarbazid-Kiivetten- 
filter abgedeckt gewesenen Schnitteil. 24 Stunden nach 2 Minuten langer 
Bestrahlung, in 1,0 mol Glyzerin eingelegt und 2 Stunden spater beobachtet, 
sehen wir einen Groftteil der Zellen deplasmolysiert, aber ungleichmafig 
verteilt liegen dazwischen plasmolysierte Zellen, deren Glyzerinpermeabili- 
iit ebenso gehemmt wurde, wie dies im direkt bestrahlten Teil des Schnities 
zu 100% der Fall war (vgl. Tab. 3). Diese Zellen scheinen jenen weniger 
resistenten Zellen zu entsprechen, die nach stirkerer Bestrahlung zuerst 
absterben wiirden. 

Ein Vergleichsversuch mit der Aufenepidermis einer gelben Zwiebelsorte 
zeigte ahnliches Verhalten. Auch hier war nach zweistiindigem Liegen in 


Abb. 12. Allium cepa, Aufenepidermis. 2 Stunden UV-bestrahlt durch ein 0.1 mol 
Semicarbazid-Kiivettenfilter. 24 Stunden spater in 1,0mol Glyzerin und 2 Stunden 
spater photographiert. Unregelmafig verteilt liegen Zellen, in denen die Per- 
meabilitatshemmung wirksam wurde. Die iibrigen Zellen sind deplasmolysiert. 


1.0 mol Glyzerin in dem durch WG, bestrahlten Schnitteil infolge Glyzerin- 
permeation vollstandige Deplasmolyse eingetreten, wahrend in den direkt 
bestrahlten Zellen durchwegs starke bikonvexe Plasmolysen erhalten waren. 
In den durch die Kiivettenfilter bestrahlten Schnitteilen waren jedoch, ahn- 
lich wie bei der roten Zwiebel, in allen Fallen deplasmolysierte und in ihrer 
Glyzerinpermeabilitat gehemmte, bikonvex abgehobene Protoplaste neben- 
einander zu sehen. Die prozentuellen Anteile der deplasmolysierten und 
der noch plasmolysierten Zellen lieBen unter den verschiedenen Filter eben- 
falls keine klaren Gesetzmafigkeiten erkennen. 

Wir beschrankten uns daher in den folgenden .,Vorbehandlungs-Ver- 
suchen“ ausschlieBlich auf die weitaus gleichmaBiger reagierenden Zwiebel- 
Innenepidermen. 





Untersuchungen iiber Strahlenschutz an Pflanzenzellen 


Il. Schutz durch Vorbehandlung mit den in Kiivetten auf ihre 
physikalische UV-Absorption gepriiften Stoffen 

Die Kiivettenversuche haben ergeben. daB eine klare Beziehung zwischen 
der letalen Bestrahlungsdauer und den Transmissionseigenschaften der ein- 
zelnen Filterfliissigkeiten besteht. Je weiter sich das. Transmissionsvermégen 
der Filterfliissigkeiten in den kurzwelligen Bereich des UV-Spektrums 
hinein erstreckt. um so geringer wird ihre schiitzende Filterwirkung. 

Im folgenden sollen nun die Ergebnisse der Kiivettenversuche mit der 
Wirkung einer Vorbehandlung der Schnitte mit den als Filterfliissigkeiten 
verwendeten Stoffen verglichen werden. Je ahnlicher die Verhiiltnisse. um so 
groRer die Wahrscheinlichkeit. da diese Stoffe auch in den Pflanzenzellen 
durch ihre physikalische UV-Absorption schiitzen. Mit Sicherheit kénnte 
man nur dann auf einen chemischen Strahlenschutz schlieBen. wenn cine 
Substanz. die als Filterfliissigkeit infolge mangelnder UV-Absorption keinen 
Schutz gewahrt. dies nach Vorbehandlung des Schnittes tun wiirde. 

Zur Vorbehandlung wurden die zu priifenden Stoffe im allgemeinen in 
Konzentrationen von 0.1 oder 0.2 mol verwendet. Héhere Konzentrationen 
wurden vermieden, um noch sicher in einem unschadlichen und hypotoni- 
schen Konzentrationsbereich zu bleiben. Diese Konzentrationen entsprechen 
in 10 dicker Schicht den in den 1 cm tiefen Quarzkiivetten verwendeten 
Verdiinnungen von 10° 4 bzw. 2.10-4 mol. Nach den Erfahrungen mit Thio- 
harnstoff wurde namlich angenommen. da etwa eine dieser Schicht ent- 
sprechende Stoffmenge in der Zellwand bzw. im Protoplasma der vorbe- 
handelten Zellen angereichert werden kann. DaB diese Annahme keines- 
wegs fiir alle Substanzen zutrifft. wird aus den Differenzen zu ersehen sein. 
die zwischen der Schutzwirkung des Kiivettenfilters und jener der Vorbe- 
handlung bestehen. 


1. Stoffe ohne wesentliche UV-Absorption 

Wurden zur Vorbehandlung der Zwiebel-Innenepidermen Stoffe heran- 
gezogen. die in den verwendeten Konzentrationen weder im Spektralphoto- 
meter cine wesentliche UV-Absorption zeigten, noch im Kiivetienfilter die 
darunter liegenden Zellen nennenswert zu schiitzen vermochten. so war nach 
30 Minuten Vorbehandlung der Schnitte mit diesen L6ésungen auch in keinem 
Fall eine Schutzwirkung gegeniiber den unvorbehandelt. auf Wasser be- 
strahlten Kontrollen zu beobachten. 

Der meist um ein geringes bessere Lebenszustand der Zwiebel-Innen- 
epidermen unter den Kiivettenfiltern kann durch schwache Absorptions- 
verluste oder Reflexion der UV-Strahlen an der Quarzkiivette zwanglos 
erklart werden. Im wesentlichen liegen aber die Lebensgrenzen fiir die 
durch die Kiivetten abgedeckten. die vorbehandelten und die unvorbehan- 
delt auf Wasser bestrahlten Schnitte gleich hoch (Abb. 13). 

Die in der Literatur als chemisch wirksame Schutzstoffe gegen Réntgen- 
eder Gamma-Bestrahlungen genannten Substanzen Mercaptoaithanol. 
Na-thioglykolat und Cystein vermégen demnach den Zwiebel- 
lnnenepidermen gegen kurzwellige UV-Strahlung keinen erkennbaren 
Schutz zu gewahren. Dem Verhalten dieser Stoffe schlieBen sich auch Na - 
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dithionat und Na-thiosulfat an. Durch 30 Minuten lange Vor- 
behandlung von Zwiebel-Innenepidermen mit 0,17 molaren Lésungen dieser 
beiden Stoffe war gegeniiber den unvorbehandelt, auf Wasser bestrahlten 
Kontrollschnitten keine Schutzwirkung zu erzielen. Ebensowenig war durch 
Vorbehandlung mit 0,1 und 0,2mol Glutathion ein Schutz zu erreichen. 

Ein orientierender Versuch mit Cysteamin zeigte bei Bestrahlung 
nach 14 Stunden langer Vorbehandlung der Zwiebelzellen mit einer 0.01 mol 
Lésung ebenfalls keinerlei Schutzwirkung. 

Auch Vorbehandlungen mit 0,1 mol Histidin blieben ohne Wirkung. 
Fiir diese Substanzen wurden in einem Versuch Vorbehandlungszeiten von 
4%,1%, 2% und6% Stunden angewendet. Die Lebensgrenzen lagen 24 Stun- 
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Abb. 13. Allium cepa, Innenepidermis. Fehlende Schutzwirkung nach Vorbehand- 
lung mit nicht oder nur auferst schwach UV-absorbierenden Stoffen. 

Strichlierte Kastchen: Jebend unter Kiivettenfilter (10-4 mol. 1. cm Schichtdicke). 

Leere Kastchen: lebend nach 30 Minuten Vorbehandlung mit 0.1 mol, 

Punktierte Kastchen: lebend nach Bestrahlung auf Wasser (Kontrolle). 


den nach der UV-Bestrahlung ebenso wie fiir die unbehandelten Kontrollen 
einheitlich bei einer Bestrahlungsdauer von 1 Minute. Ein kleiner Unter- 
schied war nur darin zu sehen, daf die Zellen der unvorbehandelten Kon- 
trolle nach 1% Minuten Bestrahlung restlos abgestorben waren. wahrend 
in den mit Histidin vorbehandelten Schnitten stets noch ein kleiner Prozent- 
satz lebte. In einem anderen Versuch wurde die Vorbehandlungszeit auf 
24 Stunden ausgedehnt. In diesem Versuch war die Lebensgrenze in der 
unvorbehandelten Kontrolle bei % Minuten Bestrahlung gelegen. in den 
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vorbehandelten Schnitten jedoch bei 1 Minute. Im parallel dazu gefiihrten 
Kiivettenversuch lebten aber die Schnitte auch noch nach 1 Minute Bestrah- 
lung. Es ist daher méglich und sehr wahrscheinlich, daf auch in den vor- 
behandelten Schnitten die kleine Schutzwirkung auf physikalische Absorp- 
tion zuriickzufiihren war. 

Die Tatsache, daf{ nicht oder nur auferst schwach UV-absorbierende 
und daher nicht zu einer ,konkurrierenden Absorption* befahigte Stoffe in 
den vorbehandelten Zwiebelepidermen keinen Schutz gegen UV-Sirahlen 
ausiiben, ware aber noch unzureichend, um die Méglichkeit eines chemischen 
Sirahlenschutzes gegen kurzwellige UV-Strahlen auszuschlieRen. Sie muf 
noch erginzt werden durch die Priifung, ob die genannten Stoffe iiberhaupt 
in die Zelle einzudringen vermégen. 

Hinsichtlich der Methoden der Permeabilitaétsmessung und Literatur dazu 
sei auf unsere vorangegangene Arbeit (Biebl, Url, Janeéek 1961, 
S. 336 ff.) verwiesen. Im Prinzip besteht die plasmolytische Permeabilitats- 
messung in der Beobachtung der Riickgangsgeschwindigkeit der in einer 
hypertonischen Lésung des betreffenden Stoffes eingetretenen Plasmolyse 
infolge allmahlichen Stoffeintrittes. 

Mercaptoathanol permeiert, wie alle einwertigen Alkohole 
(Zehetner 1934, Werth 1961), extrem rasch. Nach Einlegen von Zwiebel- 
Innenepidermen, deren osmotischer Wert etwa 0,3 mol Glukose entspricht, in 
2,0mol Mercaptoathanol ist keine Plasmolyse zu beobachten. Mit gleicher 
Geschwindigkeit, mit der das Wasser entzogen wird, dringt das Mercapto- 
athanol in die Zellen ein. Auch wenn man die Zellen zuerst in 0,5 mol Glu- 
kose plasmolysiert und dann 2,0 mol Mercaptoathanol durchsaugt, ist keine 
weitere Verkleinerung des Protoplasten zu erkennen, sondern die Proto- 
plaste beginnen sich infolge des raschen Eintrittes des Mercaptoathanols 
sofort auszudehnen. Meist endet dies nach wenigen Minuten mit einem 
Platzen der Protoplasten. 

VerhaltnismaRig gut laRt sich die Permeabilitat des Thioglyzerins 
inessen. Auch dieses permeiert so rasch, daf bei direktem Einlegen in 2,0 mol 
Thioglyzerin nur in einzelnen Randzellen des Schnittes ganz schwache 
plasmolytische Abhebungen der Protoplasten sichtbar werden, die infolge 
des raschen Thioglyzerineintrittes schon nach 60—70 Sekunden wieder 
zuriickgehen. In den meisten iibrigen Zellen des Schnittes halten sich jedoch 
Wasserentzug und Thicglyzerineintritt wiederum so die Waage, daf es zu 
gar keiner Abhebung der Protoplasten kommt. 

Immerhin ist die Permeationsgeschwindigkeit des Thioglyzerins gegen- 
iiber der des Mercaptoathanols um so viel langsamer, dai sich eine Messung 
nach der Deplasmolysezeit-Partialmethode nach Hofmeister (1948, 
naheres iiber die Methode bei Biebl, Url, Jane éek 1961, S. 338) durch- 
fiihren laBt. Diese Methode wird vor allem dann angewendet, wenn die auf 
ihre Permeationsgeschwindigkeit zu priifenden Stoffe in héheren Konzen- 
trationen schadigend wirken oder sich nicht in hypertonischen Konzentra- 
tionen lésen. Im Fall des Thioglyzerins gilt das erstere. 

Die Zwiebel-Innenepidermen wurden in eine Mischlésung aus 0,3 mol 
Glukose und 1,0 mol Thioglyzerin eingebracht. 0,3 mol Glukose entspricht 
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dem osmotischen Wert der Zellen und ruft fiir sich allein schwache Grenz- 
plasmolyse hervor. In der Mischlésung trat nun in allen Zellen deutliche 
Plasmolyse ein, die innerhalb von 20 Minuten infolge Thioglyzerineintritt 


T 
ergibt sich ein Wert fiir P’ ;, (= Permeationskonstante im Partialverfahren 
in einem Deplasmolyseversuch gemessen) von 6,0. Dieser gegeniiber dem 
fiir Allium cepa-Innenepidermen bekannten Glyzerin-Wert von P’ — 0,066 
extrem hohe Wert, laRt es wahrscheinlich erscheinen, da hier auch schon 
eine pathologisch erhéhte Permeabilitat mit eine Rolle spielt. 

Aber ebensowenig wie mit 0,1 mol (vgl. Abb. 13) lieBen sich die Zwiebel- 
epidermen durch Vorbehandlung mit 0.2 mol Thioglyzerin gegen die Wir- 
kung der kurzwelligen UV-Strahlen schiitzen. 

Semicarbazid stand nur in der Form des salzsauren Salzes (Semi- 
carbazid. HCl) zur Verfiigung. Konzentrierte Lésungen, wie sie fiir plasmo- 
metrische Permeabilitatsversuche notwendig wiren (iiber 0,5 mol), besitzen 
extrem niedere pH-Werte (unter pH 2) und sind daher wegen ihrer Schid- 
lichkeit nicht verwendbar. Durch Neutralisieren, z. B. mit NaOH, entsteht 
aber so viel NaCl, daB& schon durch dieses Plasmolyse eintritt, die wegen 
der weitgehenden Impermeabilitat des Plasmas fiir dissoziierte Salze 
nicht mehr zuriickgeht. Eine méglicherweise sehr rasche Permeation 
der Semicarbazid-Base lie sich aber aus methodischen Griinden nicht 
messen. 

Ahnliche Mefischwierigkeiten bestehen fiir Cystein. HCl. doch is 
anzunehmen, daf seine Permeation in die Vakuole wie bei allen Amino- 
siiuren auBerst langsam vor sich geht. 


wieder vollstandig zuriickgeht. Aus der Formel (T = Deplasmolysezeit) 


Na-thioglykolat hat in der zur Plasmolyse nétigen Konzentration 
einen pH-Wert, der so weit im basischen Bereich liegt (pH 10), da dadurch 
die Pflanzenzellen geschaidigt werden (H6fler 1951, Url 1959). AuBerdem 
wiirden die im alkalischen Bereich vorhandenen Anionen der Thioglykol- 
siure nach den bisherigen Erfahrungen sicher nicht zur Permeation fihig 
sein. Zur Vorbehandlung wurden die Lésungen daher neutralisiert. 

Na-dithionat und Na-thiosulfat sind als Salze in der Lésung 
weitgehend dissoziiert und besitzen als Ionen ebenfalls keine nennenswerte 
Permeationsfahigkeit. 

Histidin permeiert auferst langsam. Auch sein Permeationsvermégen 
kann nur mit dem Partialverfahren gemessen werden, und zwar diesmal 
deshalb, weil auch die gesattigte Lésung (etwa 0.2—0,25 mol) noch hypo- 
tonisch ist. Die Zwiebelepidermen wurden daher wieder in eine Mischung 
aus 0,3 mol Glukose und einer gesattigten Histidinlésung eingelegt. Nach 
10 Minuten war in allen Zellen bikonvexe Plasmolyse eingetreten, die nach 
3 Stunden noch vollig unverandert war. 

Sofern sich Histidin ahnlich wie andere, schon auf ihr Permeationsver- 
imégen untersuchte Aminosduren (Leucin, Asparagin: Bonte 1934) ver- 
halt. liegt seine Permeation in der GréBenordnung der Zucker Glukose und 
Erythrit, ist also auBerst gering. DaB die Aminosauren aber jedenfalls in 
geringen Mengen ins Plasma eindringen und in ihm wirksam werden kén- 
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nen, geht schon aus den Versuchen von Fitting (1929, 1930) iiber die Aus- 
lésung von Plasmastr6mung durch Aminosaiuren (Chemodinese) hervor. 

Glutathion schlieflich kann méglicherweise auch in Spuren in cas 
Plasma eindringen bzw. aktiv aufgenommen werden, ist aber als Tripeptid 
sicher noch weniger als die Aminosauren zur passiven Permeation befahigt. 

Es sei allerdings betont, daf alle plasmolytischen Methoden zur Messung 
der Plasmapermeabilitat den Eintritt eines Stoffes von auBen bis in die 
Zellsaftvakuole erfassen. Fiir einen chemischen Strahlenschutz wiirde aber 
schon ein Eindringen eines Stoffes nur bis in das Cytoplasma selbst eniizen. 
Diese Intrabilitat (H6fler 1931) entzieht sich aber der plasmolytischen 
Messung. 

Dieser Blick auf die Permeationseigenschaften der in diesem Absdinitt 
behandelten Stoffe, die nicht durch physikalische Absorption zu schiit:cn 
vermogen, zeigt, daf{ zumindest cinzelne von ihnen leicht und rasch in das 
Plasma und durch dieses in die Vakuole eindringen, so daf sie die Méglic:- 
keit gehabt hatten, einen chemischen Strahlenschutz auszuiiben. Das war 
aber nicht der Fall. 

Diese Versuche erscheinen uns daher als ein schwerwiegendes Faktum 
gegen die Wahrscheinlichkeit eines chemischen Strahlenschutzes bei UV- 
Pestrahlung und fiir die Notwendigkeit in allen Fallen. in denen ein sol- 
cher vorzuliegen scheint, noch einmal die Méglichkeit einer physikalischen 
Absorption zu iiberpriifen. 


2. Stoffe mit starker UV-Absorption 


Die meisien schwefelhaltigen Harnstoffderivate und einige ihnen ver- 
wandte Verbindungen gewahren Zwiebel-Innenepidermiszellen nach 
30 Minuten Vorbehandlung in 0,1—0,2 mol. Lésungen einen deutlichen, oft 
sogar sehr betrachtlichen Schutz gegen die Wirkung nachfolgender Bestrah- 
lung mit kurzwelligem UV. 

Alle diese Stoffe besitzen aber ein starkes Absorptionsvermégen fiir 
UV-Strahlen. Ihre Transmissionskurven sind den Abbildungen 6—10 zu ent- 
nehmen. 


a) Schutzwirkungen bei subletaler UV-Bestrahlung 


Wie sehr in den Zwiebel-Innenepidermiszellen die Schutzwirkungen nach 
Vorbehandlung mit jenen nach Abdeckung mit den entsprechenden Kii- 
vettenfiltern iibereinstimmen und damit auf einen gleichartigen Schutz- 
mechanismus durch physikalische Absorption hinweisen, sei am Beispiel von 
Schutzversuchen mit 0,1 mol Thioharnstoff und mit 0,1 mol Thioazetamid 
vorgefiihrt. 

Die Kiivettenversuche (S. 280) hatten gezeigt. da der Strahlenbereich zwi- 
schen etwa 280 my und 240 my als verantwortlich fiir die Abrundung von 
Chondriosomen und Leukoplasien in den Zellen der Zwiebel-Innenepidermis 
anzusehen ist. Unter der Thioharnstoffkiivette, die diesen Strahlenbereich zu 
einem GroBteil durchla8t, runden sich die Chondriosomen und Leukoplasten, 
unter Thioazetamid, das diesen Strahlenbereich weitgehend absorbiert, blei- 
ben sie in ihrer urspriinglichen langlichen bzw. améboiden Form erhalten. 
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Dabei ist der Schutzeffekt gegen letale Bestrahlungen unter diesen beiden 
Fliissigkeitsfiltern meist recht ahnlich. Wenn Unterschiede auftreten, dann 
sogar in der Richtung, daf unter dem Thioazetamid-Filter die kiirzeren 
Jetalen Bestrahlungszeiten zu beobachten sind. 

Tab. 4 bringt einen Vorbehandlungs-Schutzversuch mit 0.1 mol Thio- 
harnstoff und mit 0,1 mol Thioazetamid, durchgefiihrt an Innenepidermen 
ein und derselben Zwiebelschuppe. Die Ergebnisse sind daher untereinan- 
der und mit den zugeh@rigen, durch WG, abgedeckten Schnitthalften, sowie 
den auf reinem Wasser direkt bestrahlten Kontrollen streng vergleichbar. 
Wie die Lebensgrenze der Kontrolle bei 1 Minute Bestrahlungsdauer (sonst 
meist % Minute) zeigt, handelt es sich hier um eine verhalinismafig resistente 
Zwiebel. 


Tab. 4. Allium cepa, Innenepidermis, Schutzwirkung nach 30 Minuten Vorbehand- 
lung mit 0,1 mol Thioharnstoff bzw. Thioazetamid auf die Plasmastrémung und 
auf die Form der Chondriosomen und Leukoplasten. 

a Plasmastrémung:!-- beste Strémung, |-(-) starke Strémung, |: schwache Strémung, 
1(-) Glitschbewegung bis BMB; b Chondriosomen: lg lang, (lg) Kurzstabchen, rd ab- 
gerundet; c Leukoplasten: am amdéboid, (am) eingezogene Fortsitze, rd abgerundet. 
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Der bei gleicher Resistenzgrenze gegeniiber der Thioharnstoff-Vorbe- 
handlung weitgehende Schutz der Plasmastrémung und der Organellen- 
formen durch Vorbehandlung mit Thioazetamid entspricht vollkommen den 
Verhaltnissen bei Verwendung von Kiivettenfiltern mit diesen Lésungen. 
Die starke UV-Absorption des Thioazetamids im Bereich zwischen 280 und 
240 mu wirkt sich demnach in gleicher Weise auch nach der Vorbehandlung 
aus. Man wird daher die Schutzwirkung des Thioazetamids auch hier in 
seiner physikalischen Absorption sehen miissen. 

Die unverandert gute Plasmastrémung und normale Form von Chondrio- 
somen und Leukoplasten in den vorbehandelten, aber bei der Bestrahlung 
durch WG, abgedeckten Schnitthalften zeigt gleichzeitig, daB die Vorbehand- 
lung selbst weder auf Plasmastrémung noch auf Organellenform einen Ein- 
flu gehabt hat. 

Ein zweites Beispiel fiir die gleichartige Schutzwirkung von Abdeckung 
mit Kiivettenfiltern und Vorbehandlung mit den entsprechenden Lésungen 
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geben die Plasmolyseformen 24 Stunden nach einer subletalen Be- 
strahlung von % Minute Dauer. Abb. 14 stellt die Plasmolyseformen in den 
mit den verschiedenen Schutzstoffen vorbehandelten, einerseits durch das 
WG.-Filter, andrerseits direkt bestrahlten Schnitthalften einander gegen- 
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Abb. 14. Allium cepa, Innenepidermis. Plasmolyseformen nach etwa 10 Minuten 
Liegen in 1,5mol Glyzerin (24 Stunden nach einer subletalen UV-Bestrahlung 
von % Minute. 

















iiber. Die Darstellung ist zu vergleichen mit den in Abb. 11 wiedergegebenen 
Plasmolyseformen nach Bestrahlung durch entsprechende Kiivettenfilter. Die 
Substanzen sind wieder in der Reihenfolge ihrer gegen den kurzwelligen 
Bereich des UV-Spektrums zunehmenden Transmission geordnet. 
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Wie in dem Kiivettenfilterversuch der Abb. 11 zeigen sich auch nach Vor- 
behandlung mit Tetramethylthioharnstoff, dessen Transmission erst ober- 
halb des fiir den schnellen Plasmolyseeintritt und die raschere Rundung der 
Protoplasten mafgebenden Wellenbereiches beginnt. sowie auch nach Vor- 
behandlung mit N-Azetylthioharnstoff und Thioazetamid. die im Bereich 
zwischen 240 mu und 280 mu ein starkes Absorptionsmaximum besitzen. die 
gleichen normal konkav-zipfeligen Plasmolyseformen wie in den zur Kon- 
trolle wahrend der Bestrahlung mit WG, abgedeckten Schnitthalften. 

Auch dies weist, zumindest fiir diesen Wellenbereich, mit groRer Wahr- 
scheinlichkeit auf einen den Wirkungen der Kiivettenfilter entsprechenden 
physikalischen Filtereffekt der Vorbehandlung hin. 


b) Schutz gegen letale UV-Bestrahlung 


Wie in der vorangegangenen Untersuchung (Biebl. Url, Janeéek 
1961, Tab. 23) gezeigt, entspricht bei Verwendung von Thioharnstoff die 
Wirkung einer halbstiindigen Vorbehandlung mit einer 0.1—0.5 mol Lésung 
etwa dem Filterschutz einer 10 u dicken Schicht gleicher Konzentration im 
Kiivettenversuch. 

Die mikroskopische Betrachtung des Querschnittes einer vorbehandelten 
Zwiebel-Innenepidermiszelle zeigt nun, da weder die etwa 4 u dicke Zell- 
wand merklich aufquillt. noch daf das Protoplasma sein Volumen ver- 
gréRert. Es muf daher die der Fliissigkeitsschichtdicke von 10 uw entspre- 
chende Menge des Thioharnstoffes in der Zellwand oder vielleicht auch im 
Cytoplasma angereichert werden. Eine Speicherung im Zellsaft scheint, wie 
noch zu zeigen sein wird, auch fiir einen physikalischen Absorptionsschutz 
ohne wesentliche Bedeutung zu sein, da sich dieser nur auf die unterha!b 
der Zellsaftvakuole liegende Plasmaschichte auswirken kann. 

In Abb. 15 sind fiir verschiedene UV-absorbierende Stoffe die Lebens- 
grenzen von Zwiebel-Innenepidermen 24 Stunden nach Bestrahlung a) durch 
ein Kiivettenfilter, b) nach Vorbehandlung und c) fiir direkt auf Wasser 
bestrahlte Kontrollen einander gegeniibergestellt. Die Konzentration der 
Filterfliissigkeit entsprach in diesen Versuchen stets einer 10 « dicken Schicht 
der zur Vorbehandlung verwendeten Konzentration. 

Die in Abb. 15 durch horizontale Balken veranschaulichten Lebensgrenzen 
sind Ergebnisse bestimmter, individueller Versuche, wobei die zusammen- 
gehorigen Filter- und Vorbehandlungsversuche jeweils mit Epidermen ein 
und derselben Zwiebelschuppe durchgefiihrt wurden. Bei Wiederholung der 
Versuche mit anderen Zwiebeln kénnen sich gewisse geringfiigige Ab- 
weichungen ergeben. Die Substanzen in Abb. 15 sind geordnet nach ihrer 
Schutzwirkung im Kiivettenfilter, d. h. nach der Starke ihrer UV-Absorption. 

Die Abb. 15 zeigt vor allem, da das Ausma® der Schutzwirkung einer 
Substanz im Kiivettenfilter und nach Vorbehandlung nicht immer so weit- 
gehend iibereinstimmt wie beim Thioharnstoff. Am ahnlichsten liegen noch 
die Verhaltnisse beim Methylthioharnstoff. Auch hier kommen sich Kiivetten- 
schutz und Schutz durch Vorbehandlung ziemlich nahe. In allen anderen 
Fallen iibertrifft der Kiivettenschutz jenen der Vorbehandlung betriachtlich. 
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Den extremsten Fall stellt in dieser Hinsicht der Tetramethylthio- 
harnstoff dar. Dieser bietet im Kiivettenversuch den gréften Filterschutz 
von allen untersuchten Substanzen. Eine 1 cm dicke Schicht von 2.10~4 mol in 
der Quarzkiivette, die einer 10 dicken Schicht von 0,2 mol entspricht, ver- 
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Abb. 15. Allium cepa, Innenepidermis. Vergleich des UV-Schutzes verschiedener 
Stoffe im Kiivettenfilter und nach 30 Minuten langer Vorbehandlung. Lebenszustand 
°4 Stunden nach der Bestrahlung. (Die erste Konzentrationsangabe bezieht. sich 
auf die 1 cm tiefe Kiivette, die zweite auf die Vorbehandlung.) 

Strichlierte Kastchen: lebend unter Kiivettenfilter, 
Leere Kistchen: lebend nach Vorbehandlung, 
Punktierte Kastchen: lebend nach Bestrahlung auf H,O (Kontrolle). 

Protoplasma, Bd. LIV/2 
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lingert die letale Bestrahlungsdauer (1 Minute bei der direkt bestrahlten 
Kontrolle) auf etwa das Dreizehnfache. Eine Vorbehandlung mit 0,2 mol 
Tetramethylthioharnstoff vermochte jedoch die Innenepidermen der Zwiebel- 
schuppen in vielen Versuchen iiberhaupt nicht, in wenigen um einen eben 
wahrnehmbaren Betrag und nur in ganz vereinzelten Versuchen maximal 
bis zur doppelten letalen Bestrahlungsdauer der Kontrolle zu schiitzen. 
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Abb: 16. Allium cepa, Innenepidermis. Schutz durch Kiivettenfilter (strichlierte 
Kastchen) mit 2.10--* mol bzw. durch Vorbehandlung der Schnitte (leere Kastchen) 
iit 0.2mol der Lésungen. (2.10-*mol bei 1 cm =0,2mol bei 10u Schichtdicke. 


Gleiche Konzentrationen von Thioharnstof f schiitzen als Kiivetten- 
filter maximal nur bis zur 4- bis 6fachen letalen Bestrahlungsdauer der Kon- 
trollen, erhdhten aber die Resistenz der vorbehandelten Schnitte fast bis 
zum gleichen Betrag. 

Abb. 16 stellt aus einem anderen Versuch noch einmal dieses gegensatz- 
liche Paar Tetramethylthioharnstoff und Thioharnstoff mit Angabe ihrer 
‘Transmissionskurven einander gegeniiber. Die dunklen Saulen geben den 
Lebenszustand 24 Stunden nach Bestrahlung durch die Kiivettenfilter, die 
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hellen Sa&ulen jenen nach Vorbehandlung der Schnitte mit 0,2 molaren 
Lésungen der beiden Stoffe an. Zum Vergleich sind weiters auch die Lebens- 
grenzen nach direkter Bestrahlung auf wassergetranktem Filterpapier bzw. 
nach Bestrahlung durch die wassergefiillte Kiivette eingezeichnet. 

Beim Tetramethylthioharnstoff ist der Unterscried zwischen Schutz durch 
Kiivettenfilter und durch Varbehandlung sehr grof, beim Thioharnstoff sehr 
klein. Das Verhalten der iibrigen untersuchten und in Abb. 13 zusammen- 
gestellten Substanzen liegt zwischen diesen beiden Extremen. Es wird in 
der ..Besprechung der Versuche“ noch darauf zuriickzukommen sein. 

Die naheliegendste Erklirung, da Tetramethylithioharnstoff von der 
Zelle nicht aufgenommen wird, trifft sicher nicht zu. Sein Permeations- 
vermégen durch das Protoplasma in die Vakuole ist infolge seiner grofen 
Lipoidléslichkeit sogar gréfer als das von Harnstoff. Methylharnstoff. 
Dimethylharnstoff und Thioharnstoff. Tab. 5 bringt fiir die vier genannten 
Substanzen die von Collander und Barlund (1933) bestimmten Ver- 
teilungskoeffizienten in Gemischen von Ather und Wasser. von Ol und 
Wasser und von Olivenél + Olsdéure und Wasser. Je héher der Wert, um so 
hesser die Lipoidléslichkeit und damit das Permeiervermégen. 


Tab. 5. Verteilungskoeffizienten von Harnstoff und einigen seiner Derivate (nach 
Collander und Barlund 1933). 





Verteilungskoeffizienten 


Ather: H,O | Olivenél: H,O 6! + Olsaure : 








Harnstoff 0,00047 0,00015 0,0052 
Methylharnstoff 0,0012 0,00044 0.0096 
Dimethylharnstoff 0,0046 0.0023 0,029 

Thioharnstoff. 0,0063 0,0012 0,0040 








Fiir Tetramethvlthioharnstoff liegen keine Angaben iiber dessen Ver- 
teilungskoeffizienten vor, doch laRt sich aus Tab. 5 entnehmen, daf schon 
die Einfiihrung einer Methylgruppe das Molekiil wesentlich lipophiler 
macht. Der Tetramethylthioharnstoff mit seinen vier CH,-Gruppen diirfte 
daher die lipophilste aller dieser Verbindungen sein. Dafiir spricht auch 
seine geringe Wasserloslichkeit. die zur Folge hat, da schon bei ungefahr 
0,17 mol die Sattigung erreicht ist. 

Die Bestimmung seines Permeationsvermégens nach der iiblichen plasimo- 
metrischen Methode durch Plasmolyse und Beobachtung der Riickgangs- 
geschwindigkeit (Héfler 1918) ist daher nicht méglich, da 0,17 mol noch 
hypotonisch ist. Es lieR sich aber auch keine Permeabilitatsbestimmung im 
Partialverfahren (vgl. S.286) durchfiihren, da der Eintritt des Tetramethyl- 
thioharnstoffes so schnell vor sich geht. da ein Gemisch einer plasmolyse- 
erregenden Zuckerkonzentration plus 0,17 mol Tetramethylthioharnstoff gar 
keinen erfabaren stirkeren Plasmolysegrad zustandekommen I|aRt. 

SchlieBlich geht aber auch aus der mit dem Beckman-Spektralphoto- 
meters vorgenommenen vergleichenden Bestimmung der UV-Transmission 
von Zwiebel-Innenepidermen, die 30 Minuten mit Wasser (Kontrolle), mit 


19* 
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0,2 mol Thioharnstoff und mit 0.1 und 0,17 mol (in den Kurven immer als 
0,2 mol“ bezeichnet) Tetramethylthioharnstoff (Abb. 17) hervor, da®B be- 
trachtliche Mengen von Tetramethylthioharnstoff in die Zellen eingedrungen 
sein miissen. Gleichzeitig zeigt dieser Versuch aber auch, daf? der Eintritt 
eines stark UV-absorbierenden Stoffes in die Zellsaftvakuole noch keinen 
Schutz fiir die Zellen bedeutet. Voraussetzw: fiir einen physikalischen 
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Abb.17. Allium cepa. UV-Transmission durch wassergetrinkte und 30 Minuten 


mit Thioharnstoff bzw. Tetramethylthioharnstoff vorbehandelte Zwiebel-Innen- 
epidermen. 


Absorptionsschutz scheint demnach die Anhaufung des absorbierenden 
Stoffes in der Zellwand oder im Cytoplasma selbst zu sein. Diese scheint aber 
beim Tetramethylthioharnstoff nicht gegeben zu sein. 


Besprechung der Versuche 


Die vorangegangene Untersuchung iiber die Schutzwirkung des Thio- 
harnstoffes gegen kurzwelliges Ultraviolett (Bie bl, Url, Janeéek 1961) 
hat fiir Zwiebelepidermiszellen eine weitgehende Ubereinstimmung der 
schiitzenden Wirkung des Thioharnstoffes im Kiivettenfilter und nach Vor- 
behandlung der Schnitte mit ihm gezeigt. Daraus wurde der Schlu® gezogen. 
daf der UV-Schutz, der nach Vorbehandlung der Epidermen mit Thioharn- 
stoff zu beobachten ist, wesentlich, wenn nicht ausschlieBlich, auf seine phy- 
sikalische UV-Absorption zuriickzufiihren ist. 

Vorliegende Arbeit, die der vergleichenden Untersuchung der Schutz- 
wirkung verschiedenster schwefelhaltiger Verbindungen gewidmet war. 
wurde daher mit der Bestimmung der UV-Transmission aller fiir die Ver- 
suche ausersehenen Stoffe begonnen. Dabei konnte eine grofe Mannigfaltig- 
keit ihres Absorptionsverhaltens gegeniiber kurzwelligem UV festgestellt 
werden. Viele Stoffe zeigen steil abfallende Transmissionsgrenzen, so dal 
sie als Filterfliissigkeiten in der Quarzkiivette verwendet, eine Untersuchung 
der Wirkung verschiedener Bereiche der kurzwelligen UV-Strahlung ermég- 
lichten. Mit dieser Frage beschaftigt sich der erste Teil der Arbeit. 

Schon orientierende Versuche mit den Glasfiltern der Fa. Schott & Gen.., 
WG., WG,, UG, und UG, gaben eine gewisse Ubersicht (Abb. 1). Fiir direkt 
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mit dem vollen Licht des Quarzbrenners bestrahlte Zwiebel-Innenepidermen 
(Kontrolle) betriagt die letale Bestrahlungszeit etwa 1 Minute. Unter WG,, 
WG, und UG, lebte auch nach 10 Minuten Bestrahlung noch alles, wahrend 
unter dem UG,-Filter. das einen wesentlich gréBeren Anteil des kurzwelli- 
gen UV durchlaBt. die Todesgrenze schon bei 4 Minuten Bestrahlung lag. 

Je weiter die Lichtdurchlassigkeit der verwendeten Fliissigkeitsfilter 
gegen das kurzwellige Ende des UV-Spektrums hinausgeschoben war, um so 
geringer war deren Filterschutz. Wahrend eine mit 2.10—* mol Tetramethyl- 
thioharnstoff in 1cem dicker Schicht gefiillte Quarzkiivette (Transmission 
>> 280 mu) die letale Bestrahlungsdauer fiir eine darunterliegende Zwiebel- 
Innenepidermis auf das 15fache erhéhte. war sie unter 3.10-4mol Thio- 
harnstoff (> 260m) nur mehr 9mal so lang. unter 2%iger Essigsadure 
(> 240 my) 6mal so lang, unter 0,5%iger Essigsiure (> 230 my) 4mal und 
unter 0,14 mol Semicarbazid (> 220 my) doppelt so lang als fiir eine direkt 
bestrahlte Kontrolle. 

Unabhangig von dieser gegen den kurzwelligen Bereich des UV-Spek- 
trums zunehmend tédlich schadigenden Strahlenwirkung ist die Wirkung 
subletaler Bestrahlung mit mittleren Wellenlangen des UV auf die Perme- 
abilitatseigenschaften des Protoplasmas. auf die Plasmastrémung und auf 
die Form der Chondriosomen und Leukoplasten. 

Aus alteren Untersuchungen (Bieb1 1942a. b, Bie bl und Url 1958) 
war bekannt. daf eine subletale Bestrahlung (4% Minute) mit dem vollen 
Licht einer Quecksilberdampflampe in Zwiebelepidermiszellen die Plasma- 
stroémung verlangsamt, die Chondriosomen und Leukoplasten rundet. den 
Plasmolyseeintritt beschleunigt (Erhéhung der Wasserpermeabilitaét) und 
schneller zu einer Rundung der Protoplaste (Herabsetzung der Viskositat) 
fiihrt. Alle diese Erscheinungen waren unter dem WG.- und dem UG.,-Filter 
auch nach 10 Minuten und langerer Bestrahlung nicht zu beobachten, wur- 
den aber bereits unter dem WG,-Filter durch eine 4 Minuten lange Bestrah- 
lung ausgelést (Tab. 1, Abb. 2). Es miissen also schon Wellenlangen zwi- 
schen den Transmissionsgrenzen des WG, und des WG, (etwa zwischen 
310 mu und 260mm) makgebend fiir diese Wirkungen auf das Protoplasma 
sein. 

Bei Verwendung der Fliissigkeitsfilter (1 em Schichtdicke) zeigte sich, dak 
unter etwa 2.10-*mol Tetramethylthioharnstoff (gesattigte Lésung). der 
nur Wellenlangen > 280 my durchlaft, ebensowenig wie unter dem WG,- 
Filter. ein Einflu® auf den Plasmolyseverlauf zu beobachten war. Unter 
5.104 mol Thioharnstoff. der durchlassig ist fiir UV-Licht von etwa 260 mu 
aufwirts. ruft hingegen eine innerhalb von 24 Stunden subletale Bestrah- 
lung von % Minute Dauer bereits den erwahnien schnelleren Plasmolyse- 
eintritt und die schnellere Rundung der Protoplaste hervor (Abb. 11). 

Das gleiche gilt fiir den Einflu® auf die Plasmastrémung und die Form- 
verainderungen der Chondriosomen und Leukoplasten. Unter WG, wie auch 
unter 2.10-‘ mol Tetramethylthioharnstoff ist nach subletaler Bestrahlung 
keinerlei Veranderung zu beobachten. Die Zellen zeigen normal starke 
Plasmastrémung. die Chondriosomen sind zum Teil lang und flexibel, die 
Leukoplasten in ihrer Form amoboid. Schon unter 5.10—* mol Thioharnstoff 
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ist die Plasmastromung aber duferst verlangsamt und die Chondriosomen 
und Leukoplasten sind abgerundet (Tab. 2). 

Filter, die nur durchlassig fiir kurzwelliges UV unter 260 my sind. stan- 
den uns nicht zur Verfiigung, doch fanden sich in 10-*mol N-Azetylthio- 
harnstoff und 10—* mol Thioazetamid Filterfliissigkeiten, die in 1 cm dicker 
Schicht den Bereich zwischen rund 280my und 245 my fast vollstaindig 
absorbieren (Abb. 7). Nach subletaler Bestrahlung (% Minute) zeigten die 
unter diesen Filtern gelegenen Zwiebelepidermen die gleichen konkav- 
zipfeligen Plasmolyseformen wie die mit WG, abgedeckten Kontrollen und 
auch die Plasmastrémung, sowie Form der Chondriosomen und Leuko- 
plasten waren vollkommen normal. 

Damit erscheint wohl erwiesen, daf fiir die nach subletaler, ungefilterter 
UV-Bestrahlung zu beobachtenden Veranderungen im Cytoplasma (Hem- 
mung der Plasmastro6mung, Permeabilitatsinderungen, Plasmolyseverlauf. 
Formanderungen der Chondriosomen und Leukoplasten) der Wellenbereich 
zwischen etwa 285 mu und 245 mu makgebend ist. Damit stimmen auch die 
Beobachtungen von Glubrecht (1953) iiberein, der bei UV-Bestrahlung 
mit 280 mu, 265 mu und 254 my gleichfalls Wirkungen auf Plasmastrémung. 
Farbbarkeit mit Erythrosin u. a. feststellen konnte. 

In diesen Wellenbereich fallen vor allem die starken Absorptionen der 
Nukleinsiuren mit einem Maximum bei 260my und der Proteine (z. B. 
Serumalbumin) mit einem Maximum bei 280 my, wobei die Absorptions- 
bande besonders den aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan 
zukommen (Casperson 1958). Weiters absorbieren in diesem Teil des 
UV-Spektrums besonders stark Sterine, wie Ergosterin, bei etwa 270 bis 
280my, ferner Riboflavin bei etwa 265myu (Sinsheimer 1955) oder 
Diphosphopyridinnukleotid von 280my abwiarts, Nicotinamid bei 260 my, 
Formy|pteroylglutaminsaure bei etwa 255 my und viele andere biochemisch 
wichtige Stoffe (Otting 1956). 

Welche dieser Stoffe durch ihre starke UV-Absorption mafgebend fiir 
die genannten Plasmaveranderungen sind, kann unseren Versuchen noch 
nicht entnommen werden. Auch einige eigene, orientierende Versuche mit 
monochromatischem Licht von 289, 265, 259 und 253,7 mu Wellenlinge gaben 
dariiber keine Auskunft. Der Plasmolyseverlauf (d. h. Wasserpermeabili- 
tatserhéhung, Viskositatserniedrigung), der in den mit diesen Wellenlangen 
bestrahlten Zwiebel-Innenepidermen beobachtet wurde, war in allen Fallen 
recht ahnlich. Doch iiberschneiden sich die Absorptionsmaxima der méz- 
licherweise maffgebenden, oben erwahnten Plasmabaustoffen so sehr, da 
eine eindeutige Zuordnung der beobachteten Plasmaveranderungen zur 
Absorption eines bestimmten Stoffes auch kaum zu erwarten war. Wahr- 
scheinlich sind es auch Strahlenwirkungen auf verschiedene der angefiihrten 
Substanzen, die fiir diese Veranderungen mafgebend sind. 

Was die UV-Absorption in dem besonders schadlichen kiirzestwelligen 
Bereich unter 230 my anlangt, so zeigen hier fast alle Plasmabausteine, und 
zwar nicht nur die Proteine, sondern auch die Kohlehydrate (z. B. Glukose) 
starke Absorption. In diesem Bereich kénnte es allerdings auch zu photo- 
chemischen Zersetzungen kommen, so daB auch die dabei entstehenden 
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lonen, Radikale und Peroxyde Anteil an der letalen Schadigung haben 
kénnten. 

Im zweiten Teil unserer Arbeit wurde der Schutz gegen die Wirkuag 
kurzwelliger UV-Strahlen durch Vorbehandlung von Zwiebel-Innen- 
epidermen mit den verschiedenen, in den Kiivettenversuchen auf ihren Filter- 
schutz gepriiften Stoffen untersucht. 

Schon die ersten Vorbehandlungsversuche mit 0,1 mol Thioharnstoff an 
Pflanzenzellen haben an Epidermen von Rotkohlblattern (Brassica oleracea). 
von Blattern von Rhoeo discolor und von Zwiebelschuppen von Allium cepa 
einen Schutz bis etwa zur doppelten, der zur Tétung unvorbehandelter Kon- 
trollen nétigen UV-Bestrahlungsdauer ergeben (Bieb] 1960). Durch Vorbe- 
handlung mit konzentrierteren Lésungen (0,3—0.5 mol Thioharnstoff) wurde 
cin Schutz bis zur6- bis 8fachen Letaldosis der Kontrollen erreicht (Bie b] 1961). 

Dieser hohe Schutz gegen die schadigende Wirkung kurzwelligen ultra- 
violetten Lichtes iibertrifft nun um ein Vielfaches jene Werte, wie sie aus 
der Literatur fiir chemischen Schutz gegen ionisierende Sirahlen bekannt 
sind. Diese bewegen sich fiir die verschiedenen Strahlenschutzstoffe im all- 
gemeinen zwischen 10 und 60% und erreichen nur in seltenen Fallen 100% 
der fiir unbehandelte Kontrollen letalen Strahlendosis. Hinsichtlich der zahl- 
reichen Literatur sei hier auf die zusammenfassenden Darstellungen von 
Bacg und Alexander (1958), Hollaender et al. (1958) oder die seit 
1954 in iiber 40 Mitteilungen zum biologischen Strahlenschutz in der 
.Strahlentherapie* erschienenen Originalarbeiten von Langendorff 
und seiner Schule verwiesen. 

Haben schon die vergleichend zur Vorbehandlung mit Thioharnstoff aus- 
gefiihrten Kiivettenfilterversuche mit dieser Substanz auf einen wesent- 
lichen, wenn nicht ausschlieflichen, Anteil der physikalischhen UV-Absorp- 
tion des Thioharnstoffes als Ursache seiner Schutzwirkung hingewiesen 
(Biebl. Url, Janeéek 1961), so spricht die vorliegende, auf eine grofe 
Zahl weiterer als chemische Schuitzstoffe in Betracht kommende Substanzen 
ausgedehnte Untersuchung gleichfalls fiir einen zumindest beherrschenden 
Anteil der physikalischen Absorption an der beobachteten Schutzwirkung. 

Als schwerwiegendes Argument dafiir kann gelten, daf Stoffe, die in 
der verwendeten Konzentration im Spektralphotometer keine oder nur eine 
ganz geringfiigige UV-Absorption zeigen und daher im Kiivettenversuch die 
darunter liegenden Zwiebelepidermen gegen die Wirkung des kurzwelligen 
UV nicht zu schiitzen vermégen, auch nach Vorbehandlung der Schnitte 
keinen Schutz gewahren (Abb. 13). Von den hierher zahlenden Stoffen drin- 
gen Na-thioglykolat, Cystein-HCl, Na-dithionat, Na-Thiosulfat und Gluta- 
thion in der angewandten Vorbehandlungszeit allerdings wahrscheinlich 
nicht oder nur in Spuren in die lebende Pflanzenzelle ein. Aber auch Thio- 
glyzerin und Mercaptoathanol, die beide geradezu rapid durch das Plasma 
permeieren, lassen jede Schutzwirkung vermissen. ~ 

Dem gegeniiber zeigten mit einer Ausnahme, von der noch zu sprechen 
sein wird, alle untersuchten, schwefelhaltigen Substanzen, die in den ver- 
wendeten Konzentrationen im Spektrophotometer eine starke UV-Absorp- 
tion aufweisen und im Kiivettenversuch den darunter liegenden Zwiebel- 
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epidermen Filterschutz gewahren, auch nach Vorbehandlung einen mehr 
oder weniger starken Schutz gegen die Wirkung der UV-Strahlen. 

Auf einen gleichartigen Schutzmechanismus durch physikalische Absorp- 
tion im Kiivettenfilter-Versuch und nach Vorbehandlung der Zwiebelepider- 
men weisen im Bereich subletaler Bestrahlung besonders eindringlich die 
Versuche mit N-Azetylthioharnstoff und mit Thioazetamid hin. In beiden 
Tallen werden bei subletaler Bestrahlung die fiir Plasmolyseverlauf und 
Form der Chondriosomen und Leukoplasten wirksamen Wellenlaingen zwi- 
schen 245 mu und 280 mu ausgeschaliet (Tab. 4, Abb. 14). In beiden Fallen 
fehlen die fiir die Bestrahlung mit diesem Wellenbereich charakteristischen 
Veriainderungen. 

Eine andere Parallele zwischen Schutzwirkung unter dem Kiivettenfilter 
und durch Vorbehandlung wird bei Bestimmung der letalen Bestrahlungs- 
dauer in den Versuchen mit Methylallylisothioharnstoff (MAT) und mit 
Aminoathylisothioharnstoff Br. HBr (AET) deutlich. AET zeigt in einer 
Schichtdicke von 1 cm bei einer Konzentration von 10-*mol (=0,1 mol in 
10 w dicker Schicht) von 220 mu zu 210 my eine steile Transmissionsgrenze, 
wahrend MAT in diesem Bereich noch eine gréfere Lichtdurchlassigkeit be- 
sitzt (Abb. 9). Dem entsprechend zeigt AET sowohl im Kiivettenversuch 
wie auch nach Vorbehandlung der Zwiebel-Innenepidermen ein gegeniiber 
MAT deutlich besseres Schutzvermégen (Abb. 15). 

Auf gleicher Linie liegen die Unterschiede in der Schutzwirkung von 
Methylthioharnstoff und S-Methylthioharnstoff. In der verwendeten Kon- 
zentration wird Methylthioharnstoff erst von etwa 2350my aufwirts licht- 
durchlassig, waihrend S-Methylthioharnstoff noch ein Transmissionsverm6- 
gen bis hinunter zu 230 my besitzt (Abb. 8). Diesen verschiedenen Absorp- 
tionseigenschaften der beiden Lésungen entspricht wiederum sehr gut ihr 
Schuizvermégen. Sowohl als Filterfliissigkeit im Kiivettenversuch wie nach 
Vorbehandlung der Schnitte schiitzt Methylthioharnstoff die UV-bestrahlien 
Zwiebelepidermen besser als S-Methylthioharnstoff (Abb. 15). 

Und, auch das schon oben erwahnte Paar N-Azetylthioharnstoff und 
Thioazetamid zeigt bei Bestimmung der letalen Bestrahlungsdauer deutliche 
Unterschiede, die ihrem Absorptionsverhalten gegeniiber kurzwelligem UV 
entsprechen. Die Lichttransmission des N-Azetylthioharnstoffes schneidet in 
der im Versuch verwendeten Konzentration bei etwa 220 my scharf ab. Die 
darunter liegenden Wellenlangen werden absorbiert. Thioazetamid besitzt 
hingegen auch zwischen 220myu und 200 my noch cine betriachtliche Licht- 
durchlassigkeit (Abb. 7). Damit steht im Einklang, daB sowohl im Kiivetten- 
versuch wie nach Vorbehandlung der Schnitte (Abb. 15) N-Azetyhthioharn- 
stoff besser schiitzt als Thioazetamid. 

SchlieBlich sei auch noch einmal auf den nach Vorbehandlung der 
Zwiebel-Innenepidermen mit Thioharnsioffkonzentrationen von 0,05 bis 
0,5 mol zu beobachtenden, gleichmaBigen Anstieg bis auf die 8fache Dauer 
der fiir unbehandelte Kontrollen letalen Bestrahlungszeit hingewiesen, der 
auch im Kiivettenversuch eine entsprechende Zunahme der Filterschutz- 
wirkung entspricht (Biebl, Url, Janeéek 1961, Tab. 14, 15, Abb. 12). 

Dem von uns beobachteten starken Schutz durch Vorbehandlung mit 
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verschiedenen schwefelhaltigen Verbindungen gegen die Wirkung kurz- 
welliger UV-Strahlen auf Pflanzenzellen entsprechen in ihren Beobachtungs- 
ergebnissen sehr gut die Untersuchungen von Erdmann (1956a, b) an 
Euglobulinlésungen. von Erdmann. Meyer und Junghans (1957) an 
Fikernen der Flu&muschel und von Haltrich (1957) an Spermien von 
Rana temporaria. Es wird aber wohl auch dort die Deutung als .,chemischer 
Strahlenschutz“ zugunsten eines physikalischen Schutzes durch UV-Absorp- 
tion der verwendeten Schutzstoffe zu iiberpriifen sein. (Vergleiche hinsicht- 
lich des UV-Absorptionsvermégens des Glutathions unsere Abb. 10. S. 276.) 

Wenn z. B. Unio-Eikerne in einem Tropfen von Natriumthioglykolat bis 
zum 10fachen. in einigen Versuchen sogar bis zum 30fachen derjenigen 
Bestrahlungszeit geschiitzt werden. nach welcher die Konirollen die ersten 
Schiidigungen zeigen, so ist nach unseren Erfahrungen iiber das hohe UV- 
Absorptionsvermégen dieser schwefelhaltigen Substanzen doch recht wahr- 
scheinlich, da auch in den Versuchen von Erdmann und seinen Mit- 
arbeitern der .konkurrierenden* physikalischen Absorption zumindest cin 
iiberwiegender Anteil an der beobachieten Schutzwirkung zukommt. 

Wenn aber Erdmann (1956b) findet. da Cystein, SH-Glutathion. 
Na-thioglykolat und a-Mono-Thioglyzerin das Eiglobulin nicht nur gegen 
ultraviolettes Licht, sondern auch gegen die Wirkung von Réntgenstrahlen 
schiitzen, so kann dies wohl als Beweis fiir einen chemischen Strahlenschutz 
gegen die Wirkung der Réntgenstrahlen angesehen werden. nicht aber auch 
als Beweis fiir einen chemischen Strahlenschutz gegen die Wirkung der 
UV-Strahlen, da diese Substanzen in-den verwendeten Schichtdicken und 
Konzentrationen durch UV-Absorption zweifellos auch die Méglichkeit eines 
sehr hohen physikalischen Strahlenschutzes besitzen. 

Wir haben das Vorherrschen eines physikalischen Absorptionsschutzes 
durch die in unseren Versuchen verwendeten Stoffe hergeleitet 1. aus ihrem, 
alle bisherigen Erfahrungen iiber chemischen Strahlenschutz um ein Viel- 
faches iibertreffendes Schutzvermégen und 2. aus der grofen Ahnlichkeit 
der Schutzwirkungen dieser Stoffe bei Anwendung im Kiivettenfilterver- 
such und nach Vorbehandlung der Zwiebelepidermen mit ihnen. In beiden 
Fallen steht ihre Schutzwirkung in gutem Einklang mit ihren UV-Absorp- 
tionseigenschaften. 

Offen bleibt allerdings noch die Frage, wie die Zelle in der Zellwand 
oder im Protoplasma die zur physikalischen UV-Absorption nétigen Stoff- 
mengen speichert. Die Anreicherung in der Zellsaftvakuole scheint namlich 
fiir die Schutzwirkung von geringerer Bedeutung zu sein. Dies wohl deshalb. 
weil durch sie nur die unterhalb der Vakuole gelegenen Plasmaschichten 
einen Filterschutz erfahren, die Schadigung der iiber ihr liegenden Plasma- 
massen aber nicht verhindert werden kann. 

Von den Untersuchungen mit Thioharnstoff ausgehend, wo sich eine weit- 
gehende Ubereinstimmung der Wirkung nach Vorbehandlung mit 0,1, 0.2 
und 0.5 mol Thioharnstoff und dem Schutzeffekt von Kiivettenfiltern ergeben 
Latte. in denen der Thioharnstoff in Konzenirationen enthalten war, die 
einer 104 dicken Schichte von 0,1. 0,2 und 0,3 mol entsprechen (Bie b |], 
Url. Janeéek 1961, Tab. 23), haben wir als Arbeitshypothese angenom- 
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men, daff die zur Vorbehandlung verwendeten Stoffe in der Pflanzenzelle 
etwa in Mengen zur Wirkung kommen, die in ihrem Filterschutz ciner 10 « 
dicken Fliissigkeitsschichte gleicher Konzentration entsprechen. 

Schon die Beobachtungen an mit Thioharnstoff vorbehandelten Zwiebei- 
epidermen haben aber gezeigt, daft es sich dabei nicht um eine 10 uw dicke 
Fliissigkeitsschichte selbst handeln kann. Fiir eine solche ware in der Zell- 
wand und im Protoplasma gar kein Platz bzw. ihr Vorhandensein miibte 
sich in einer entsprechend starken Zellwand- oder Plasmaquellung zu er- 
kennen geben, was aber nicht der Fall ist. Man wird daher annehmen miis- 
sen, da der Thioharnstoff in der Zellwand oder im Protoplasma ange- 
reichert wird. Welcher Mechanismus dieser Anreicherung zugrunde liegt, ist 
noch eine offene Frage. Obwohl die Dissoziationskonstante des Thioharn- 
stoffes auferst klein und die Halbwertsstufe erst bei pH 0,96 erreicht ist. 
scheint bei neutraler Reaktion doch eine gewisse elektroadsorptive Bindung 
an saure Membransubstanzen méglich zu sein, da es in einigen Versuchen 
gelungen ist, durch Zusatz von CaCl, die Schutzwirkung des Thioharn- 
stoffes herabzusetzen. Das wiirde sich aus einer Verdrangung der Thioharn- 
stoffionen durch die doppelt geladenen Ca-lonen aus ihren elektroadsorp- 
tiven Bindungen erklaren (siehe Bie bl, Url, Janeéek 1961, Tab. 24). 

Thioharnstof f steht seinem Verhalten nach an dem einen Ende der 
Reihe der von uns untersuchten Substanzen. Seine Schutzwirkung im 
Kiivettenfilterversuch und nach Vorbehandlung ist fiir Konzentrationen 
von 0,1 bis 0,5mol (im Kiivettenversuch bezogen auf 10 Schichtdicke) 
nahezu gleich. Von Thioharnstoff wissen wir, daf sein Permeationsvermégen 
bis in die Zellsaftvakuole gering ist, daf{ er aber schon nach kurzer Vor- 
behandlung des Schnittes (5 Minuten) wirksam wird und daf ein kurzes 
Auswaschen (5 Minuten) der vorbehandelten Schnitte auch noch die Wirkung 
einer 15 Minuten langen Vorbehandlung vollkommen aufhebt. Er muf also 
iuRerst rasch in einer fiir seine Schutzwirkung hinreichenden Menge in die 
Zellwand oder in das Protoplasma eindringen und sich dort ohne festere 
Bindung anreicher.. 

Die iibrigen untersuchten Stoffe, die in den Kiivettenversuchen einen 
deutlichen Filterschutz gewahren, schiitzen im Vorbehandlungsversuch fast 
durchwegs wesentlich weniger. Vermutlich ist die Ursache dafiir in einer 
geringeren Anreicherung oder einem geringeren Eindringen des schiitzenden 
Stoffes in die Zelle gelegen. 

Tetramethylthioharnstoff steht in seinem Verhalten in ex- 
tremem Gegensatz zum Thioharnstoff und unterscheidet sich damit auch von 
den iibrigen untersuchten Stoffen. Infolge seiner starken UV-Absorption 
bietet er als Kiivettenfliissigkeit den besten Filterschutz. Er vermag auch 
sehr rasch in die Zellsaftvakuole zu permeieren, muff daher auch rasch in 
die Zellwand und in das Cytoplasma eindringen. Trotzdem iibt er in den 
mit ihm vorbehandelten Epidermiszellen so gut wie iiberhaupt keinen Schutz 
aus. Dies beweist gleichzeitig, da eine blof&e Imbibition der Zellwand, die 
ja zweifellos gegeben ist, noch nicht ausreicht, um eine wirksame Absorption 
des kurzwelligen UV zu gewahrleisten. Die fehlende Schutzwirkung nach 
Vorbehandlung mit Tetramethylthioharnstoff ist schlieBlich auch eine Kon- 
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trolle dafiir, da® bei der Bestrahlung der Schnitte nach erfolgtem Absaugen 
ihrer Oberseite mit einem Filterpapier keine iiberstehende Fliissigkeits- 
schichte eine schiitzende Filterwirkung ausiibt. denn diese mii®te bei der 
starken UV-Absorption des Tetramethylthioharnstoffes besonders deutlich 
in Erscheinung treten. 

Zu beachten ist allerdings. da& in den mit Tetramethylthioharnstoff vor- 
behandelten Schnitten die UV-Absorption im langerwelligen Bereich, d. i. 
etwa zwischen 2350 my und 280 my anscheinend doch stark genug ist. um 
die fiir diesen Bereich charakteristische Beeinflussung der sich im Plasmolvyse- 
verlauf ausdriickenden Anderungen der Wasserpermeabilitat und der Vis- 
kositat sowie der Plasmastr6mung und Organellenformen zu verhindern 
(Tab. 4. Abb. 14). 

Nach den in der Literatur vorliegenden Erfahrungen erscheint eine 
chemische Strahlenschutzwirkung vor allem an das Vorhandensein von 
—SH- und —NH.-Gruppen gebunden. die mit den strahlenchemisch ent- 
stehenden Zerfallsprodukten in Reaktion treten und diese dadurch unschad- 
lich machen (Langendorff. Koch und Hagen 1954a. b. Bacq und 
Alexander 1958 u. a.). Beide fehlen dem Tetramethylthioharnstoff. Er 
ist auch nicht befahigt, eine SH-Gruppe zu bilden. wie dies der Thioharn- 
stoff in seiner tautomeren Form kann. Trotzdem méchten wir aber aus 
diesem beim Tetramethylthioharnstoff gegebenen Zusammentreffen einer 
starken Filterschutzwirkung im Kiivettenversuch, der Unfahigkeit Zwiebel- 
epidermen durch Vorbehandlung zu schiitzen und dem Fehlen von SH- und 
NH.,-Gruppen nicht darauf schlieBen, daf daher in allen anderen Fallen, 
in denen nach Vorbehandlung Schutzwirkungen beobachtet werden konnten. 
ein chemischer Strahlenschutz vorliegt. 

Es scheinen uns doch die vorhin angefiihrten Indizien, wie Schutz bis zur 
Sfachen Letaldosis unbehandelter Kontrollen, Ubereinstimmung der relati- 
ven Schutzwirkung (sowohl im Kiivettenversuch wie nach Vorbehandlung) 
mit dem UV-Absorptionsvermégen der verwendeten Stoffe und die Ahn- 
lichkeit der nach subletaler Bestrahlung durch die Kiivettenfilter, wie der 
vorbehandelten Schnitte zytomorphologisch erfafbaren Schutzwirkungen 
nachdriicklich fiir ein Vorherrschen eines Schutzmechanismus durch physika- 
lische Absorption zu sprechen. 

Es sei aber abschlieRend betont, da sowohl das eigenartige Verhalten 
des Tetramethylthioharnstoffes wie auch die starke Thioharnstoffanreiche- 
rung in der Zellwand oder im Cytoplasma der vorbehandelten Zelle, die 
wir bei Annahme eines vorwiegend oder ausschlieflichen physikalischen 
Absorptionsschutzes voraussetzen miissen, noch weiterer Untersuchung be- 
diirfen. Eine klare Einsicht in die dabei vorliegenden Gegebenheiten wiirde 
das Verstandnis des Schutzes der Pflanzenzelle durch chemische Stoffe gegen 
die Einwirkung kurzwelliger UV-Strahlen weitgehend untermauern und 
sichern. Alle Abweichungen von diesen beiden Extremtypen diirften sich 
dann verhalinismafig leicht aus den chemischen Eigenschaften der verwen- 
deten Schutzstoffe wie aus der von Objekt zu Objekt verschiedenen Zell- 
wandbeschaffenheit und der Permeabilitét, dem Speichervermégen oder der 
verschiedenen Resistenz des Protoplasmas erklaren lassen. 
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Zusammenfassung 

1. Vorliegende Arbeit setzt die mit Thioharnsioff begonnene Unter- 
suchung iiber die Méglichkeit des Schutzes von Pflanzenzellen gegen die 
Wirkung kurzwelliger UV-Strahlen (Biebl, Url, Janeéek 1961) mit 
einer groferen Reihe schwefelhaliiger Verbindungen fort. 

2. Schon bei den Thioharnstoff-Versuchen hat sich eine grofe Ahnlichkeit 
der Schutzwirkung ergeben, wenn die Versuchsobjekte (Epidermen von 
Brassica, oleracea, Rhoeo discolor, Zwiebelschuppen von Allium cepa) durch 
eine mit Thioharnstoff gefiillte Quarzkiivette bzw. nach Vorbehandlung mit 
Thioharnstoff mit UV (<310my) bestrahlt wurden. Es wurde daher auch 
die Schutzwirkung nach Vorbehandlung wesentlich (wenn nicht ausschlieB- 
lich) auf physikalische Absorption des kurzwelligen UV in dem von der 
Zelle aufgenommenen Thioharnstoff zuriickgefiihrt. 

3. Hauptversuchsobjekt waren auch in vorliegender Untersuchung die 
Innenepidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa. Als Strahlenquelle 
diente wieder eine Quarzanalysenlampe mit einem geraden Hochdruck- 
brenner (AS 300) der Fa. Astralux (Wien) bei normaler Netzspannung von 
220 V. Bestrahlt wurde stets aus 23cm Entfernung. 

4. Alle zur Priifung auf ihre Schutzwirkung ausersehenen Substanzen 
wurden mit einem Beckman-Spektiralphotometer in den in Frage kommen- 
den Konzentrationen auf ihr Transmissionsverhalten gegen ultraviolettes 
Licht untersucht. Ihr Transmissionsvermégen fiir kurzwelliges UV erwies 
sich als sehr unterschiedlich. 

5. In Quarzkiivetten gefiillt ergaben sie eine Reihe von Filtern, derei 
Transmissionsvermégen mit scharfen Grenzen abgestuft von etwa 280 mix 
bis hinunter zu 210my in den kurzwelligen Bereich des UV-Spektrums 
fortschritt. 

6. Diese Stufenfilter erlaubten die Durchfiihrung von UV-Bestrahlungen 
mit immer gréferen Anteilen an kurzwelligen Strahlen. Die Bestimmung 
der letalen Bestrahlungszeiten ergab eine gleichmiéfig gegen den kurz- 
welligen Bereich zunehmende Schadwirkung des ultravioletten Lichtes. 

7. Die besondere Schadlichkeit der kurzwelligen UV-Strahlen geht hervor 
aus der verhaltnismafig starken Schutzwirkung. die nuch durch Kiivetten- 
filter erreicht wird, deren Durchlissigkeit bis weit gegen das kurzwellige 
Ende des UV-Spektrums reicht. So schiitzt ein 0,5 %iges Essigsiure-Kiivetten- 
filter, das von etwa 230 mu aufwarts fiir ultraviolettes Licht durchlassig ist. 
die darunter liegende Zwiebelschuppen-Innenepidermis bis zum 4fachen 
der fiir die direkt bestrahlten Kontrollen letalen Bestrahlungszeit und ein 
0,1 mol Semicarbazid-Filter, das bis unterhalb 220 mu durchlassig ist. ver- 
lingert die letale Bestrahlungszeit der Kontrolle immer noch auf das Dop- 
pelte (Abb. 6). 

8. Diese Schadlichkeit des kurzwelligen UV wird eindrucksvoll bestiatigt 
durch Filterfliissigkeiten, deren Transmissionskurven zwar schon im 
Bereich mittlerer Wellenlangen abschneiden, die aber im kurzwelligen 
Spektralbereich (etwa um 230 mu) ein zweites Transmissionsmaximum )be- 
sitzen. Dieses reicht aus, um bei Bestrahlung durch ein solches Filter die 
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darunter liegenden Zellen stirker schadigen als dies durch Filter ge- 
schicht, die wie 0,5%ige Essigsiure mit scharfer Grenze bei etwa 230 mu 
ihre Durdhlissigkeitsgrenze nach unten erreichen (Abb. 7). 

9. Versuche mit den Schott-Filtern WG, und WG, wiesen darauf hin, 
daft verschiedene Plasmazustiinde, die sich in Plasmastrémung, Plasmolyse- 
verlauf (d. h. Wasserpermeabilitat und Viskositat) oder Form der Chondrio- 
somen und Leukoplasten ausdriicken, schon durch Wellenlangen oberhalb 
der Durchlassigkeitsgrenze des WG, (etwa > 270 mu) becinflu®t werden, 
wiahrend Wellenlangen, die erst das WG,-Filter durchdringen (> 310 my), 
chne jede Wirkung bleiben. 

10. Subletale Bestrahlungen durch verschieden UV-durdhliassige Kiivetien- 
filter bestatigten die Wirkung dieses UV-Bereiches auf Protoplasma, 
Chondriosomen und Leukoplasten (Abb. 11, Tab. 2). Besonders aufschluB- 
reich war in dieser Hinsicht die Verwendung von N-Azetylthioharnstoff und 
Thioazetamid als Filterfliissigkeiten. Obwohl beide Substanzen in den ver- 
wendeten Konzentrationen im kurzwelligen Bereich um 230 my ein hohes 
Durdhlissigkeitsvermégen besitzen und daher gegen letale Bestrahlungen 
nur wenig schiitzen, verhindern sie bei Anwendung subletaler Bestrahlungs- 
zeiten infolge ihrer hohen Absorption zwischen etwa 250 my und 280 my 
die typischen UV-Wirkungen auf Plasmolyseverlauf und Organellenform 
(Abb. 11, Tab. 2). 

11. Die vorbehandelten Zwiebelepidermen lagen wahrend der Bestrah- 
lung auf einem mit derselben Lésung getranktem Filterpapier und wurden 
vor Bestrahlungsbeginn oberseits mit einem Filterpapier trockengesaugi. 
Es war daher nie eine iiberstehende Fliissigkeitsschichte, die den Filterschutz 
gewahrte, sondern stets nur die Menge des betreffenden Stoffes, die sich 
in der Zellwand oder im Cytoplasma wahrend der Vorbehandlung ange- 
reichert hatte. 

12. Ein Vergleich der Schutzwirkung der verschiedenen Sioffe im 
Kiivettenversuch und nach Vorbehandlung der Zwiebelepidermen zeigte, 
da ein deutlicher Schutz durch Vorbehandlung nur mit jenen Substanzen 
zu erzielen war, die auch in der Quarzkiivetie entsprechenden Filterschutz 
gewahrten. 

13. Das Ausmaf der Schutzwirkung nach Vorbehandlung stimmt bei 
den meisten Substanzen sehr gut mit ihrer UV-Absorption und dem Aus- 
maf ihres Schutzes im Kiivettenfilter iiberein. Mit 0,5 mol Thioharnsioff 
kann nach Vorbehandlung ein Schutz bis zur 8fachen Letaldosis der unbe- 
landelten Kontrolle erreicht werden. 

14. Die fiir ,chemischen Strahlenschutz“* ungewoéhnlich hohe Schutz- 
wirkung einzelner Substanzen, die Ubereinstimmung der relativen Schutz- 
wirkung (im Kiivettenversuch und nach Vorbehandlung) mit der UV-Ab- 
sorption der verwendeten Stoffe und die bei Anwendung subletaler 
Bestrahlungszeiten im Kiivettenversuch und nach Vorbehandlung ahnliche 
Schutzwirkung gegen Veranderungen im Protoplasma fiihren zu dem Schlu8, 
da auch bei den vorbehandelten Zellen die beobachtete Schutzwirkung 
wesentlich auf physikalische Absorption zuriickzufiihren ist. 

15. Das verschiedene Ausmaff des durch Vorbehandlung erzielten Schuizes 
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gegen kurzwelliges UV scheint aufer von den Absorptionseigenschaften des 
betreffenden Stoffes besonders von dem Grad der Anreicherung dieses 
Stoffes in der Zellwand bzw. im Protoplasma abhangig zu sein. Die An- 
reicherung in der Zellsaftvakuole diirfte hingegen geringere Bedeutung 
haben. 

16. Extreme Gegensatze in ihrer Schutzwirkung nach Vorbehandlung 
sind .Tetramethylthioharnstoff und Thioharnstoff. Beide zeigen in der 
Kiivette infolge ihrer starken UV-Absorption einen kraftigen Schutz. Tetra- 
methylthioharnstoff dringt auch leicht durch das Protoplasma bis in den 
Zellsaft ein. Trotzdem zeigt Tetramethylthioharnstoff nach Vorbehandlung 
keinen oder nur einen minimalen Schutz, wahrend Thioharnstoff nach 
Vorbehandlung fast bis zur Héhe der Kiivettenwerte zu schiitzen vermag. 
Die iibrigen Substanzen fallen in ihrem Verhalten zwischen diese beiden 
Extreme. 

17. Tetramethylthioharnstoff hatte allerdings infolge seiner chemischen 
Konstitution auch keine Befahigung zu chemischem Strahlenschutz. Wollte 
man aber ihn, der im Kiivetienfilter durch seine UV-Absorption am besten 
und nach Vorbehandlung der Schnitte am schlechtesten schiitzt, als einen 
Beweis fiir die chemische Schutzwirkung aller anderen durch Vorbehand- 
lung gegen die Wirkung kurzwelliger UV-Strahlen schiitzenden Stoffe an- 
sehen, so mii®te man sich mit einem 8fachen chemischen Strahlenschutz durch 
Vorbehandlung mit 0,5 mol Thioharnstoff abfinden. 

Es erscheint uns daher richtiger, die Ursache des verschieden starken 
UV-Schutzes der Zwiebelepidermen durch Vorbehandlung mit UV-absor- 
bierende Substanzen im allgemeinen auf ein verschiedenes Anreicherungs- 
vermoégen dieser Stoffe in Zellwand oder Protoplasma und damit eine ver- 
schieden starke physikalische UV-Absorption zuriickzufiihren und das Ver- 
halten des Tetramethylthioharnstoffes einstweilen als einen einer weiteren 
Erklirung bediirftigen Sonderfall abzutrennen. 


18. Der Anreicherungsmechanismus fiir die verschiedenen Stoffe in Zell- 
wand oder Protoplasma wire als Gegenstand einer eigenen physikochemi- 
schen Studie weiter zu verfolgen. 
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Cytologische Studien IX 


Die elektronenmikroskopische Feinstruktur des Grundcytoplasmas 
nach ,,wasserléslicher Einbettung“ 


Von 


K. E. Wohlfarth-Bottermann 


Aus dem Zentrallaboratorium fiir angewandte Ubermikroskopie am Zoologischen 
Institut der Universitat Bonn 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 16, Marz 1961) 


In verschiedenen Arbeiten in dieser Zeitschrift (Schneider u. Wohl- 
farth-Bottermann 1959, Wohlfarth-Bottermann 1960. 1961) 
ist versucht worden, die Feinstruktur der Grundsubstanz des Cytoplasmas 
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen u. a. am Hyaloplasma von 
Amében zu analysieren, weil hier und besonders bei einer bestimmten Art 
der Limax-Gruppe (Hyalodiscus simplex) die cytoplasmatische Grund- 
substanz in einem definierten Zellbereich in reiner Form regelmafig zu 
finden ist. Die Ergebnisse konnten bisher durch vergleichende Auswertung 
der Wirkung verschiedener Fixationsmittel gesichert, jedoch muften alle 
Untersuchungen nach einer Ent wasserung und Einbettung der Zellen 
in Methacrylate bzw. Polyester vorgenommen werden. Es er- 
schien daher dringend wiinschenswert zu priifen, ob die in den voran- 
gehenden Untersuchungen gewonnenen Ansichten iiber eine elektronen- 
mikroskopisch analysierbare Feinstruktur der Grundsubstanz des Cyto- 
plasmas von Amében auch nach Verwendung eines wasserléslichen Ein- 
bettungsmittels, d. h. unter Vermeidung der Alkohol- bzw. Aceton- 
Entwasserung im Praparationsgang, bestatigt werden konnien. 

Nachdem Staubli (1960) ein brauchbares wasserlésliches Einbettungs- 
mittel in die Elektronenmikroskopie eingefiihrt hat (C]BA-V ersuchspro- 
dukt X 133/2097) konnten Leduc und Mitarb. (1960 a u. b) zeigen, daft bei 
Leber- und Pankreas-Zellen nicht nur eine prinzipielle Ubereinstimmung 
der Feinstrukturen mit und ohne Entwasserung der Objekte durch 
Alkohol bzw. Aceton besteht, sondern dafi sogar gewisse Zellstrukturen 
(Ergastoplasma und Kerne) nach geeigneter Fixation noch im fertigen 
Diinnschnitt durch verschiedene Enzyme spezifisch andaubar sind, wenn 
das wasserlésliche Einbettungsmittel Verwendung findet und die Fixation 
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der Zellen in geeigneter Form (relativ kurze Formalin-Einwirkung) vor- 
genommen wird. Dieser Befund bedeutet, daf zumindest gewisse elektronen- 
mikroskepisch sichtbare Feinstrukturen des Cytoplasmas durch die not- 
wendigen praparativen Eingriffe chemisch kaum verandert werden. was ein 
wesentliches Argument bei der Entscheidung der Frage nach ihrer Natur- 
treue im elektronenmikroskopischen Bild ist. 

Nach Osmium-Chrom-Fixierung und Einbeéttung der Zellen in das ge- 
nannte wasserlésliche Produkt (X 133/2097)*) konnten wir bei Hyalodiscus 
simplex (Abb. 1) sowohl fiir das Ektoplasma (Hyaloplasma., d. h. die reine 
Grundsubstanz des Cytoplasmas) als auch fiir das Endoplasma (Grund- 
substanz + Membrankomponenten, eingelagert Mitochondrien + Kern) eine 
sehr weitgehende Ubereinstimmung der Feinstrukturen mit den bisherigen 
Ergebnissen (Wohlfarth-Bottermann 1959, 1960. 1961) nach Metha- 
crylat- und Vestopal-Einbettung finden. Zwar liefert das wasserlésliche 
Einbettungsmittel leider weitaus weniger brillante Bilder als eine Vestopal- 
Einbettung, die prinzipielle Ubereinstimmung aller wesentlichen Zell- 
strukturen ist jedoch nicht zu verkennen. 

Man ersieht im einzelnen aus Abb. 1 a. die einen Ausschnitt aus dem 
hyaloplasmatischen Lappen von Hyalodiscus und einen Teil des charak- 
teristischen Plasmalemmas darstellt, daf die Feinstruktur der Grund- 
_substanz sehr fein granular bzw. fadig ist. Wie schon erwahnt. ist der 
Kontrastreichtum der Abbildungen geringer als nach Vestopal-Einbettung. 
so da die (ohnehin zumeist nicht leichte) Darstellung der Feinstruktur der 
cytoplasmatischen Grundsubstanz schwierig ist. Eine prinzipielle Uberein- 
stimmung auch des Aufbaues des komplizierten Plasmalemmas der Amében 
(Wohlfarth-Bottermann, 1960) mit seinen den Membranen an- 
sitzenden Hirchen ist aber gegeben. 

Abb. 1 b stellt einen typischen Ausschnitt aus dem Endoplasma dar. Die 
charakieristischen Feinstrukturen der Mitochondrien (M). die Tubuli mito- 
chondriales sind andeutungsweise zu erkennen. Sehr viel klarer treten die 
fiir das Endoplasma_ eigentiimlichen Membranstrukturen hervor. die in 
Abb. 1 b durch Pfeile markiert sind. Am rechten oberen Bildrand sind einige 
Pinocytose-Blaschen zu erkennen. Auf eine eingehende Beschreibung der 
Einzelstrukturen und ihre Deutung kann verzichtet werden. da diese in den 
vorangegangenen Arbeiten erfolgt und dort durch bessere Bilder belegt 
wurde, als es mit dem hier verwendeten wasserléslichen Einbettungsmedium 
méglich ist. Zweck der vorliegenden Mitteilung ist lediglich die Absicherung 
der friiheren Ergebnisse, die offenbar also nicht nur weitgehend unabhangig 
von der vorgenommenen Fixation (Wohlfarth-Bottermann 1961) 
sondern auch vom gewahlten Einbettungsverfahren reproduziert werden 
konnen. 


1 Herrn Dr. M. W. Staubli und der Firma CIBA AG danken wir fiir die 
Uberlassung von Versuchsmengen dieses Produktes. 





Abb. 1. Hyalodiscus simplex (Amébe der Limax-Gruppe). Osmium-Chrom-Fixie- 

rung und ..wasserldéslichhe Einbettung”. Elektronenoptisch 35000 : 1: Endvergréferung 

37.000: 1. a) Ausschnitt aus dem hyaloplasmatischen Lappen. der vom Plasma- 

lemma (Zellmembran, ZM) begrenzt wird. b) Ausschnitt aus dem Endoplasma mit 

Mitochondrien (M). Die Pfeile weisen auf die fiir das Endoplasma charakteristischen 
Membranstrukturen hin. 
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Plastidenstrukturen bei Passiflora 


Von 


Eberhard Schnepf 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Marburg 
Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 19, Mai 1961) 


Vor kurzem erschien in dieser Zeitschrift eine Mitteilung von Sitte 
(1961) iiber einen kristallinen Kérper in Wurzelproplastiden von Pisum 
sativum. Er wurde mit dem ,,Plastidenzentrum™ identifiziert. Rossner 
(1960) bezeichnete eine ahnliche Struktur in den Plastiden der SproBregion 
von Sinapis alba als ,.Primargranum“. Menke (1960) beschrieb ..H ei t z - 
Leyonsche Kristalle“ in den Plastiden der squamulae intravaginales von 
Elodea canadensis. 

Beobachtungen an den Plastiden der extrafloralen Nektarien von Passi- 
flora coerulea erméglichen eine Beantwortung einiger in diesen Unter- 
suchungen aufgetretenen Fragen. 

Sitte fand in den Wurzelmeristemzellen Ansammlungen stark osmio- 
philer. globularer Teilchen von knapp 60 A Durchmesser. gelegentlich in 
kristalliner Anordnung. Rossner Granula mit einem Durchmesser von 
80 bis 100 A in ahnlicher Ordnung. 
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In den Driisenzellen der Nektarien von Passiflora und im angrenzenden 
Gewebe treten in den Plastiden ,,Kristalle* auf. die diesen Gebilden (be- 
sonders der Erbse) dem Bau, Kontrast und der Gréfe der Partikel nach in 
hohem Mae ahnlich sind (Abb. 1, 2, 3 und 6). Der einzige wesentliche 
Unterschied ist, da® bei Passiflora-Kristallen die Netzebenen meistens leicht 
gebogen sind. Haufig treten die Netzebenen paarweise auf. Die ,,Elementar- 
einheiten“ sind in seltenen Fallen (Abb. 5) auch ungeordnet. Es diirfte sich 
bei all diesen Befunden wohl um grundsatzlich Gleiches handeln. 

Die Kristalle von Passiflora finden sich in jungen und alten Driisen, in 
nichtgriinen (Driisenzellen) und griinen (angrenzende Zellen) Plastiden, 
mitunter gemeinsam mit einem ,echten“ Prolamellarkérper (= Plastiden- 
zentrum = Primargranum) (Abb. 6). Im Gegensatz zu diesem haben die 
Kristalle mit der Lamellenentstehung nichts zu tun, diirfen also nicht mit 
diesen Termini bezeichnet werden. Uber ihre Natur aft sich nichts Sicheres 
aussagen. Auch Sitte stellte die verschiedene Gréfe der Gitterelemente 
bei ,,.Kristallen“ und .,Plastidenzentren™ fest. 

Der .,echte* Prolamellarkérper bei Passiflora besteht wahrscheinlich aus 
Blaschen oder sehr unregelmaRigen Réhrchen (Abb. 5, 6 und 7). Er scheint 
wie in den Blattanlagen und im Vegetationskegel von Elodea gebaut zu 
sein (vgl. Menke). In den squamulae intravaginales dieser Pflanze treten 
dicht gepackte, gerade oder leicht wellige Tubuli auf, die Réhrenpakete 
wurden von Menke als ,Heitz-Leyonsche Kristalle* bezeichnet. Die 
von Heitz (1954) und Leyon (1954) beschriebenen Gebilde sind echite 
Prolamellarkérper mit besonders hoher Ordnung. 

In den verschiedenen Plastiden der Passiflora-Nektarien kommen tubu- 
lare Elemente sehr haufig vor (Abb. 4, 5 und 6), meist dicht aneinander 
gelagert, zum Teil in hexagonal dichtester Packung. Die Réhren entsprin- 
gen offenbar der inneren Plastidenmembran (Abb. 5, Pfeil) und sind in der 
Regel durch eine Doppellamelle, mit der sie wahrscheinlich ebenfalls fusio- 
nieren, von den iibrigen Bezirken der Plastide getrennt. Zu dem Prolamellar- 
koérper und den eigentlichen Plastidenlamellen haben sie keine unmittelbare 
Beziehung. Der Durchmesser der Tubuli ist recht variabel. 

Mit groRer Wahrscheinlichkeit sind die Tubuli von Passiflora und von 
Elodea die gleichen Strukturen, die sich nur durch ihre Abgrenzung gegen 
das Stroma unterscheiden. Es scheint mir daher fraglich, ob es sich bei 
Elodea wirklich um echte .Heitz-Leyon- Kristalle*, also Prolamellar- 
korper handelt. Vielmehr deutet das Auftreten solcher Gebilde in Driisen- 
plastiden (vgl. auch die Tubuli in Drosophyllum-Driisen, Sc hnep f 1960) 
auf funktionsbedingte Struktureigentiimlichkeiten. 

Zur Methode: Fixierung mit OsO,-K,Cr,O,-Lésung, Kontrastierung mit 
Uranylacetat, Einbettung in Vestopal (Schnepf 1960). Aufnahmen: 
Siemens Elmiskop II. 

Ich danke Herrn Prof. Dr. P. Sit te fiir die Uberlassung der Korrektur- 
bégen seiner Arbeit und einiger Aufnahmen sowie seine Hinweise, ferner 
der Deutschen Forschungsge:einschaft fiir ihre Unterstiitzung. 
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Abb. 1. Kristalliner Einschlu&kérper eines Chloroplasten aus einer Zelle unter den 
Driisenzellen, 140.000 : 1. 


Abb. 2 und 3. Kristalline EinschluRk6érper aus Plastiden der Driisenzellen, 75.000 : 1. 


Abb. 4. Plastide einer Driisenzelle mit Tubuli im Querschnitt, 30.000 : 1. 
Abb. 5. Zwei Plastiden aus einer Driisenzelle mit Lamellen, Tubuli, einem Pro- 
lamellarkérper (linke Plastide) und osmiophilen ,.Elementareinheiten* in unregel- 
maRiger Lage im oberen Teil beider Plastiden., Pfeilmarkierung: Verbindung der 

Tubuli mit der inneren Plastidenmembran, 30.000 : 4. 
Abb. 6. Plastide aus einer Driisenzelle mit kristallinem Einschlu@kérper (rechts) 
und Prolamellarkérper (Mitte) sowie Vesikeln und Tubuli, 30.000: 1. 
Abb. 7. Junger Chloroplast aus einer Zelle unter den Driisenzellen mit Prolamellar- 
koérper, 30.000 : 1. 





Referate 
Bacq, Z. M., und P. Alexander: Grundlagen der Strahlenbiologie. 

(Fundamentals of Radiobiology). Deutsche pa pa herausgegeben 

von H.-J. Maurer. Mit 115 Abbildungen in 173 Einzeldarstellungen. 

XII, 396 S. Stuttgart: Georg Thieme Verlag. 1958. Ganzleinen DM 49,50. 

Die Autoren haben in einer iiberaus anschaulichen und prazisen Dar- 
stellungsweise alles bisher Bekannte und die sich daraus ergebenden Pro- 
bleme der Strahlenbiologie zusammengefaRt. Besonders in heutiger Zeit, in 
der dieser junge Zweig der Wissrasthation immer mehr an Bedeutung 
gewinnt — denken wir nur an die auferordentlich vielfaltigen Anwen- 
dungsmiglichkeiten der Strahlentherapie — mu ein solches Buch fiir 
Strahlenbiologen, Arzte und auch Studenten von groRem Nutzen sein. 

Das 17 Kapitel umfassende Buch bringt als Finfihrung alles Wesentliche 
iiber die verschiedenen Strahlenqualitaten, Wechselwirkungen zwischen 
Strahlen und Materie, Dosimetrie. lonisationsdichte und Ionenreaktionen. 
Nach einer ausfiihrlichen Besprechung der méglichen direkten und indirek- 
ten Strahlenwirkung (wobei besonderes Gewicht auf das Fiir und Wider 
der Treffertheorie gelegt wurde) befaft sich ein Kapitel mit der Strahlen- 
chemie des Wassers und der waRrigen Lésungen, die ja fiir biologisches 
Material von besonderer Bedeutung ist. Davon pene daft der primare 
Prozef der Bestrahlung walhrscheinlich die Reaktion mit wichtigen Makro- 
molekiilen ist. wo die Modifikation eines einzelnen Atomes die Inaktivierung 
eines Gefiiges, das Hunderttausende von Atomen enthalt, ergeben kann, 
werden zunachst die recht gut bekannten Strahlenwirkungen “auf synthe- 
tische Makromolekiile besproche n. bevor die Proteine. Enzyme und Nuclein- 
stiiuren behandelt werden. 

Bei den morphologischen Veranderungen in bestrahlten Zellen wird das 
Hauptgewicht auf die genetischen Phainomene gelegt, weil die durch ioni- 
sierende Strahlen hervorgerufenen, sichtbaren Veranderungen bisher am 
besten an den Chromosomen untersucht und bekannt sind. Trotzdem wire 
es sicher wiinschenswert, wenn bei einer eventuellen Neuauflage noch etwas 
naher auf die Strahlenreaktionen des Cytoplasmas und der Mitochondrien 
eingegangen wiirde. die lichtmikroskopisch doch auch schon vielfaltig unter- 
sucht worden sind und seit etwa 1956 auch sehr interessante Aufschliisse 
nach elektronenmikroskopischen Untersuchungsmethoden ergeben haben. 
Die Bezeichnung .Mikrosome unterschiedlicher GréBe* als sublichtmikro- 
skopische Strukturen der lebenden Zelle kann heute wohi nicht mehr auf- 
recht erhalten werden, da es sich bei diesen in jedem Fall um ,.Zelltriimmer” 
verschiedener sublichtmikroskopischer Zellstrukturen handelt, die sich nach 
7ellhomogenisierung auf Grund etwa gleichen Gewichts und gleicher GréBe 
in einer bestimmten F raktion des U ltrazentrifugats finden. 

Neitere Kapitel befassen sich mit den radiomimetischen Substanzen 
(chemische gy “sr die biologisch ahnlich wirken wie ionisierende Strah- 
len). mit der Sauerstoffwirkung in der Strahlenbiologie. der pathologischen 
Biochemie bestrahlter . lebender Organismen und den W iederherstellungs- 
vorgiangen nach einer Bestrahlung. 

Von besonderem Interesse fiir den Kliniker und praktischen Arzt diirften 
diejenigen Abhandlungen iiber die Strahlenkrankheit sein, die die Bedeu- 
tung von Hypophyse und Nebennierenrinde. die pathologische Physiologie 
der “Strahlenkrankheit und ihre Behandlung sowie die allgemeine Strahlen- 
gefahrdung der Bevélkerung erértern. Kapitel iiber die chemische Schutz- 
wirkung (Schutzsubstanzen) gegen Réntgen- und Gammastrahlen und 
deren migliche Wirkungsmechanismen. die teilweise Abdeckung mit Blei- 
schirmen als phy sikalische Schutzmafnahmen und die W irkung von Injek- 
tionen homogenisierter Milz oder homogenisierten Knochenmarks vervoll- 
standigen das Buch. Alles wesentliche ist mit iibersichtlichen und eindrucks- 
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vollen Tabellen, Diagrammen und Bildern belegt und erlautert. Fiir den 
interessierten Leser weisen zahlreiche Literaturangaben auf spezielle Pro- 
bleme und Fragen hin, so da das Buch seinen Zweck, Grundlagen der 
Strahlenbiologie zu iibermitteln, in vollem Umfange gerecht wird. Eine 
besondere Anerkennung gebiihrt auch den Ubersetzern, die es verstanden 
haben, den englischen Originaltext in einer gut lesbaren und verstandlichen 
Form ins Deutsche zu iibertragen. So ist das Buch in seiner Gesamtheit eine 
ausgezeichnete Leistung, und man kann ihm eine weite Verbreitung 


wiinschen. L. Schneider (Bonn). 


Bonner, J.T.: The Cellular Slime Molds. VIII, 1505S. Princeton, N. J.: 
Princeton University Press. 1959. $ 4.—. 


Bei zunehmender Bedeutung der zellularen Schleimpilze (besonders 
Dictyostelium discoideum) fiir entwicklungsmechanische Fragestellungen ist 
es zu begriien, da von berufener Seite das bisherige Wissen — das freilich 
noch relativ gering ist — und vor allem die experimentellen Méglichkeiten 
dieses Objekts in anregender Form zusammengestellt worden sind. Nach 
einer Abgrenzung der zellularen und nicht-zellularen Schleimpilze beschreibt 
der Verfasser eingehend die Biologie u. a. der Dictyostelium-Arten. Diese 
Grundlage ist notwendig zum Verstandnis der Kapitel, die sich mit der 
experimentellen Analyse der Bewegungsvorgange im Rahmen der Morpho- 
genese und Differenzierung (wahrend der Bildung von Plasmodien und 
Fruchtkérpern) befassen. Die Bedeutung chemischer Faktoren fiir die 
Steuerung von Zellbewegungen wahrend der Entwicklung eines gestaltlich 
differenzierten Organismus wird durch die Ergebnisse iiber das auf die 
Amoben der Acrasiales chemotaktisch wirkende ,Acrasin* und seine 
Wirkung in ephemeren Gradienten wiahrend der Zellaggregation evident. 
Das Buch stellt gleichermafen eine Einfiihrung fiir den allgemein inter- 
essierten Biologen als auch ein Nachschlagewerk fiir den experimeniell 
arbeitenden Embryologen dar. 


K.E. Wohlfarth-Bottermann (Bonn). 


Corliss, J.O.: The Ciliated Protozoa: Characterisation, Classification 
and Guide to the Literature. With figures, XIV, 310 p. (International 
Series of Monographs on Pure and Applied Biology. Division: Zoology. 
Vol. 7.) Oxford-London-New York-Paris. Pergamon Press. 1961. 80s. 
Das Hauptanliegen dieses Buches ist eine Revision der Systematik der 

Ciliophoren, eine Aufgabe, die um so dringender geworden war, als nach den 

grundlegenden Klassifizierungsarbeiten des 19. Jahrhunderts (und der 

klassischen, monographischen Bearbeitung dieses Stoffes durch Kahl vor 
iiber 25 Jahren) niemand in der notwendigen Breite sammelnd, ordnend 
und klarend sich hiermit beschaftigt hat. Die Notwendigkeit einer Anderung 
des bisherigen systematischen Grundgeriistes ergibt sich zweifelsohne 
daraus, da in der Zwischenzeit zahlreiche Arten neu beschrieben, ent- 
scheidend wichtige Techniken (z. B. Silberimpragnation und Elektronen- 
mikroskopie) eingefiihrt und damit wesentlich neue Gesichtspunkte zu- 
tage geférdert worden sind, die das alte System seit einiger Zeit unbe- 
friedigend erscheinen lieBen. Im Rahmen dieser Besprechung braucht weder 
auf die gut begriindete, breite Basis der Revision noch auf die wesentlichen 

Veranderungen eingegangen zu werden. Fiir den mit Ciliaten arbeitenden 

Biologen, der die Systematik nur als Hilfsmittel bendtigt, geniigt es zu 

wissen, dafi er im vorliegenden Buch in einem ersten Abschnitt die Haupt- 

gruppen der Ciliaten durch ausgezeichnete Abbildungen charakterisiert 
findet. Uberall gestatten mit viel Bedacht ausgewahlte Literaturhinweise das 

Eindringen in altere und neueste Literatur. In einem besonderen Kapitel 
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fa@t der Autor modernere Erkenntnisse iiber Evolution und Phylogenie zu- 
sammen. 

Der 2. Abschnitt des Buches ordnet mit eingehenden, taxonomischen 
Daten alle Familien und Gattungen in das revidierte System ein, der 3. und 
letzte Abschnitt bringt eine erstaunlich breite Ubersicht iiber das bisherige 
Schrifttum, wobei sich der Autor keineswegs auf systematische Arbeiten 
beschriinkt, sondern auch morphologische, physiologische und genetische 
Literatur im gréftméglichen Umfange beriicksichtigt. Es ist selbstverstand- 
lich, da dies nicht vollstandig geschehen konnte. Auf 95 Seiten findet man 
aber im Kleindruck 1700 (!) ausfiihrlich genannte Literaturzitate. Ein das 
Buch abschlieRender .systematischer* Index mit etwa 1400 Namen (ohne 
Artbezeichnungen) gestattet es dem nachschlagenden Leser, sich schnell und 
erschépfend zu informieren. 

Auf ein kritisches Urteil iiber den Wert der systematischen Revision, die 
der Autor vorlegi, muf in dieser Besprechung (mangels Zustiindigkeit) ver- 
zichtet werden. Protozoologen, Parasitologen und Zellbiologen diirfien das 
klar gegliederte und offensichtlich mit einem aufergewohnlichen Ausmak 
an Arbeit zustandegekommene Werk allein schon deshalb begrii&en und 
mit Erfolg benutzen, weil es als wesentlichster Beitrag der vergangenen 
Jahrzehnte mit Sicherheit auf die systematische Einordnung der Ciliophoren 
kliirend wirkt und dem mit Ciliaten arbeitenden Zellforscher ein uneni- 
behrliches Nachschlagewerk in die Hand gibt. 


K. E. Wohlfarth-Bottermann (Bonn). 


Cronquist, Arthur: Introductory Botany. Mit zahlreichen Abb., VII, 
892 S., New-York: Harper & Brothers, Publishers, 1961. 


Bei der ersten Durchsicht dieses stattlichen und hervorragend ausgestai- 
teten Lehrbuches fallen bestechende Vorziige angenehm auf. Klarer Druck 
und weitgehende Unteriecilung des Textes erleichtern die Ubersicht. Bei der 
iiberaus reichlichen Bebilderung wird anstatt von Mikrophotographien in 
reidihlichem Mae von Zeichnungen Gebrauch gemacht, didaktisch unbedingt 
cin Voricil. Jedem der 38 Kapitel ist ein ganzseitiges Photo als Leitbild 
vorangesiellt, bei dessen Auswahl nicht immer nur didaktische, sondern auch 
isthetische Gesichtspunkte magebend gewesen sein diirften; iiber die Not- 
wendigkeit dieser zweifellos verteuernden zusatzlichen Ausstatitung mégen 
die Meinungen geteilt sein. Im Text wird, ein weiterer Vorzug, auch die 
Geschichte des jeweils behandelten Problems mit den Photos der bahn- 
brechenden Forscher gebracht. 

Bei der Gliederung des Stoffes geht der Verfasser (nach einleitenden 
Bemerkungen iiber Botanik als Wissenschaft) von der Zelle aus; auf ganzen 
23 Seiten wird der Bau und die Funktion der Zelle inklusive Photosynthese, 
Aimung, Mineralsalzbedarf, Osmose usw. abgehandelt, wobei, wohl infolge 
der Knappheit, gelegentlich unprazise Formulierungen unterlaufen. Ab- 
schnitte itiber Zellteilung (8S.) und geschlechtliche Fortpflanzung (8 S.) leiten 
zur Taxonomie und zu den einzelnen Pflanzengruppen iiber (625 S.). Kapiiel 
iiber Vererbung, Pflanzengesellschaften, Pflanzengeographie sowie ein 
Bestimmungssdhliissel der Ordnungen des Pflanzenreiches und ein Verzeich- 
nis von Fachausdriicken beschlieBen das Werk. Trotz des auferordentlich 
breiten Raumes, den die Darstellung des Systems einnimmt, ist das Buch 
doch kein Lehrbuch der systematischen Botanik, sondern vielmehr ein syste- 
matisches, fast méchte man sagen eindimensionales Lehrbuch; m. a. W., es 
wird hier der Versuch gemacht, den gesamten Stoff (einschlieBlich der 
Physiologie) in linearer Darstellung vorzutragen. Dies muf aber natur- 
gemaR auf Schwierigkeiten stoRen. So wird die Behandlung der Photo- 
synthese auf die Einleitung und die Kapitel Bakterien und Angiospermen 
aufgeteilt; die Garung wird bei den Bakterien, z. T. aber auch bei den 
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Hefen, die Atmung jedoch schon in der Einleitung und dann wieder bei den 
Angiospermen besprochen. Ahnlich wird die Anatomie z. B. des Stammes 
zerrissen: die Telomtheorie findet sich im Kapitel Farne, das sekundire 
Dickenwachstum teils bei den Gymnospermen, teils bei den Angiospermen 
dargestellt, die Gefa&biindel sind teils bei den Farnen, teils bei den Angio- 
spermen abgehandelt. In die Gewebelehre der Angiospermen ist, nicht ganz 
motiviert, ein Abschnitt iiber den Boden eingefiigt. Solche Beispiele kénnten 
noch vermehrt werden. Auch die Literatur, auf die am Schlusse jedes Kapi- 
tels zum Weiterstudium hingewiesen wird, erscheint nach Ansicht des Ref. 
nicht immer gliicklich und reprisentativ ausgewahlt. 

Es ist fiir den Ref. zweifellos schwer, einem Lehrbuch, das in erster 
Linie fiir den Gebrauch an amerikanischen Hochschulen gedacht ist, gerecht 
zu werden. Die hier gebotene Einteilung hat aber zweifellos den objektiven 
Nachteil, innerhalb einer groRen. hier gebotenen Stoffiille die natiirlichen 
Zusammenhinge zu zerreissen und damit dem Studierenden das Heraus- 
arbeiten des Gemeinsamen und _ iibergeordneter Gesichtspunkte zu _ er- 
schweren. Aber nur auf solcher Basis kann sich ein gedeihliches Spezial- 
wissen aufbauen und es sollte die vornehmste Aufgabe einer .,Introductory 
Botany“ sein, eine solche Grundlage zu vermitteln. = yx rtel Gawd. 


Lindner, A.: Handliche Sammlung mathematisch-statistischer Tafeln. 
40S. Basel-Stuttgart: Birkhauser Verlag. 1961. 


Der Autor, Verfasser zweier bekannter. besonders fiir den Praktiker be- 
stimmter Monographien iiber die Anwendung statistischer Methoden, stellt 
in diesem Biichlein die zu solchen Arbeiten am haufigsten benutzten Tafeln 
fiir Verteilungen, Sicherheitspunkte. Transformationen und Zufallszahlen 
in tibersichtlicher Anordnung zusammen. Fs ist sehr zu begriifen, daB diese 
unentbehrlichen Hilfsmittel zu _ statistischhen Auswertungen in nunmehr 
handlicher Form zur Verfiigung stehen und nicht erst in meist voluminésen 
Werken nachgeschlagen werden miissen. Entsprechend der Konzeption des 
Biichleins als eines Arbeitswerkzeuges wird (unter Hinweis auf die betref- 
fende Literatur) auf einen erlauternden Text verzichtet. Bei einer zukiinfti- 
gen Neuauflage wire es wiinschenswert. noch die Tafeln fiir den X-Test und 
den Zeichentest nach van der Waerden aufzunehmen, da diese wegen 
ihrer Anwendbarkeit bei kleinem n und Vorliegen einer unbekannten Ver- 
tcilung speziell fiir biologische Arbeiten von Interesse sind. 


Ed. Stadelmann (Freiburg/Schweiz). 


Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasmaforschung. Begriindet vou 
L. V. Heilbrunn und F. Weber. Herausgegeben von M. Alfert, H. Bauer. 
C. V. Harding, F. Weber. Band Il, C8d: Permeabilititstheo- 
rien. Von V. Wartiovaara und R. Collander, Helsinki. Mit 14 Abb.. LV. 
98S. Wien: Springer-Verlag. 1960. S 174.—, DM 29.—, sfr. 29.70, $ 6.99, 
£ 2/9/6. Subkriptionspreis S 139.20, DM 23.20, sfr. 23.80, $ 5.50, £ 1/19,6. 


Der in Fachkreisen mit Spannung erwartete Beitrag behandelt. in 
17 Kapitel und einen Anhang gegliedert. zunichst die Diffusions- und 
Permeationsvorgiinge in leblosen Systemen (Kap. II), dann die Plasmahiute 
als Ort des Permeationswiderstandes (III) und geht weiter auf die einzel- 
nen Permeabilitatstheorien bzw. Theorien iiber Teilvorginge des Perme- 
ationsprozesses ein (IV—X, XII—XVI). Dazwischen (XI) liegt ein Abschnitt 
iiber die theoretischen Vorstellungen von der Struktur der Plasmahiaute. 
Der letzte, .Riickblick und Ausblick“ betitelte Abschnitt (XVII) skizziert 
die neueste Fassung der Theorie der Plasmapermeabilitat, welche die Auto- 
ren auf der Basis der Lipoidfiltertheorie unter Eingliederung wertvoller 
Elemente verschiedener Permeabilitatstheorien erarbeitet haben. 
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Als Voraussetzung alles weiteren werden zuerst die Gesetze der Diffu- 
sion in homogenen Systemen und die Durdchlassigkeitseigenschaften kiinst- 
licher, begrenzt durchlassiger Membranen behandelt. Es handelt sich 1. um 
homogene Membranen aus mit Wasser nicht mischbaren Fliissigkeiten, die 
nach dem Prinzip der selektiven Léslichkeit, 2. um Porenmembranen, die 
als Molekiilsiebe funktionieren und 3. um die paucimolekularen Membranen, 
die, aus einer oder ganz wenigen Schichten regelmafig orientierter Molekiile 
aufgebaut, den Plasmahautschichten am niachsten kommen. Die Modell- 
membranen der ersten und zweiten Art vermitteln Erkenntnisse iiber den 
Vorgang des Hindurchlésens bzw. iiber die Diffusion durch Poren, letzteres 
fiir Anelektrolyte und fiir Ionen; die dritte Gruppe, die wegen der metho- 
dischen Schwierigkeiten beziiglich ihrer Durchlassigkeit am wenigsten er- 
forscht ist, gibt Veranlassung zu einer Uberlegung, die im weiteren Verlauf 
der Darstellung éfter wiederkehrt, daf{ naimlich die gewohnten, auf weit 
grébere Systeme zugeschnittenen Termini (,,Hindurchlésen*, ,,Durchtritt 
durch Poren“) ebensowenig auf die Verhialtnisse in einer paucimolekularen 
Lipoidschicht iibertragen werden kénnen, wie die in vitro gemessenen Ver- 
teilungskoeffizienten. 

Die Frage, ob der Permeabilitatswiderstand tatsachlich in den Plasma- 
hauten liegt, leitet zum biologischen Objekt iiber. Die alte, stets fiir fundiert 
gehaltene Annahme, der Permeationswiderstand liege iiberwiegend in 
Plasmalemma und Tonoplast, wurde in neuerer Zeit mehrfach angezweifelt. 
Eine Gruppe von Forschern nimmt an, das Plasmalemma sei besonders fiir 
Ionen durchlissiger als die innere Plasmagrenzschicht, der free space* 
erstrecke sich also auch auf das Binnenplasma. Dagegen machen die Auto- 
ren geltend, daf grofer Widerstand der Plasmahiaute gegen den Durchiritt 
von lIonen durch Versuche mit Isotopen bewiesen wurde. Héfler dagegen 
nimmt an, daf als lésende Schicht fiir eindringende lipoidlésliche Substan- 
zen nicht nur die Plasmahaute wirken, sondern auch die Lipoide des Binnen- 
plasmas, so daf ein ununterbrochener Lipoidweg Plasmalemma-Binnen- 
plasma-Tonoplast besteht. Die Verfasser wenden dagegen ein, daft der 
Kernpunkt des Permeabilitaitsproblems nicht in der Erklarung der Durch- 
lissigkeit, sondern der Un- und Schwerdurdhlassigkeit der Protoplasten fiir 
viele Substanzen liege und daf die Lipoide nicht so sehr als Permeations- 
weg denn als Isoliermittel zu betrachten seien. welches den Stoffaustausch 
beschrankt. Héfler hat seither prazisiert, da® das Plasmalemma nur als 
Schranke fiir die lipoidunléslichen, auf den Wasserweg angewiesenen Stoffe 
aufgefaRt werden soll und da es den Durchgang lipoidléslicher Stoffe 
nicht behindere. Die Verfasser weisen iibrigens auch auf die leichte Wegsam- 
keit des Binnenplasmas fiir verschiedene Substanzen hin, welche durch 
Plasmalemma und Tonoplast nicht merklich durchtreten, sich aber in mikrur- 
gischen Versuchen injiziert, im Binnenplasma rasch verteilen. Wahrend also 
die Lipoide des Plasmalemma fiir hydrophile Stoffe eine Schranke dar- 
stellen, beeintrachtigt der (unzweifelhaft vielfach vorhandene) Lipoidgehalt 
des Binnenplasmas seine Wegsamkeit fiir diese Stoffe nicht. 

Anschliefend werden die einzelnen Permeabilitatstheorien, jede in einem 
eigenen Kapitel, kritisch referiert; manches davon wird Bestandteil der 
neuen Theorie oder ist ihr gleichsinnig. Hier kann nur Einzelnes davon 
beriihrt werden. Aus dem Abschnitt iiber die Lipoidtheorie seien die Aus- 
fiihrungen iiber das Lésungsvermégen der Plasmahautlipoide hervorgeho- 
ben: Die Untersuchungen Collanders und seiner Mitarbeiter ergaben be- 
kanntlich, daff zwischen den Permeationskonstanten der lebenden Proto- 
plasten und dem Verteilungskoeffizienten k der verwendeten Diosmotika 
in dem System Olivenél/Wasser eine weitgehende positive Korrelation 
besteht. Bei Chara ceratophylla besteht direkte Proportionalitat zu k, bei 
Nitellopsis obtusa und Nitella mucronata Proportionalitat zu k145 bzw. k1:32 
(k = Verteilungskoeffizient Olivenél/Wasser). Demnach stimmt das Lésungs- 
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mittel Olivenél beziiglich seiner Hydrophobie wenigstens in grofen Ziigen 
mit den osmotisch mafgebenden Bestandteilen der Plasmahaut iiberein. Am 
Schlu8 des Beitrages sind in einem Anhang die Gesetze der Verteilung von 
Substanzen awischen organischen Lésungsmitteln und Wasser behandelt. 
Als ihre vorwiegenden “Ursachen werden Polaritiit (Hydrophilie, Hydro- 
phobie) und Aziditit (Basizitat) von Lésungsmittel und geléstem Stoff 
charakterisiert. Weiter werden die Eigenschaften der Modellsubstanzen 
Ather, Olivenél und weiterer Modellsubstanzen der Literatur im einzelnen 
besprechen. Wenn man nicht Overtons Permeabilititsregeln mitzahlen 
will, handelt es sich um die erste Darstellung dieses Gebietes, welche ganz 
auf die Bediirfnisse des Zellphysiologen ausgerichtet ist; sie stellt cinen 
wichtigen Behelf fiir kiinftige Untersuchungen dar. 

Beziiglich der Ultrafiltertheorie ist zunachst auf die Sonderstellung des 
extrem durchlissigen Objektes Beggiatoa mirabilis als des unerreichten 
Schulbeispieles dieser Theorie verwiesen, dem nur noch Oscillatoria nahe- 
kommt, bei der die Lipoidléslichkeit der permeierenden Stoffe jedoch be- 
reits eine deutliche Rolle spielt. Fiir die Mehrzahl der Objekte des Pflanzen- 
und Tierreiches dominiert dagegen der auffallige Einflu& des Hydrophilie- 
Hydrophobie-Gegensatzes, neben dem die Molekiilgréfe nur in geringerem 
Mafe zur Geltung kommt. Die Deutung dieses Einflusses der MolekiilgréBe 
hat die Lipoidfiltertheorie Collan ders iibernommen. Sie ging bekannt- 
lich von der Beobachtung aus, dafs die Verbindungen mit Molekulargewicht 
<50 bis 60 (mehrfach die ersten Glieder homologer Reihen) wesentlich 
rascher permeieren als sich aus ihrer Lipoidléslichkeit ergibt. Spiter wurde 
auch der weniger auffallige Einflu@® der MolekiilgréRe gréferer Molckiile 
auf die Permeationsgeschwindigkeit quantitativ erfaft (inverse Proportio- 
nalitat zur 1,5ten Potenz des Molekulargewichtes). Es wurde angenommen. 
daB die Plasmahaut gleichzeitig als ein auswaihlendes Lésungsmittel und 
als Ultrafilter wirkt, daf also zwei getrennte Wege fiir die permeicrenden 
Stoffe vorliegen. Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der 
Plasmahautlipoide und in Ausmaff und Dichte der ,,Poren* erschienen ge- 
eignet, die empirisch gefundenen Unterschiede zwischen den Permeabilitits- 
reihen verschiedener Objekte zu deuten. H6fler hat diese Deutung seinem 
Schema der Permeabilitatstypen zugrunde gelegt; auch in seiner neuesten, 
nach dem hier besprochenen Heft erschienenen, Verdéffentlichung hilt er. 
mit gewissen Abweichungen (siehe oben) an der urspriinglichen Formulic- 
rung der Lipoidfiltertheorie fest (Annahme zweier getrennter Wege, 
Lésungsweg fiir lipoidlésliche, Wasserweg durch wassergefiillte Poren fiir 
die iibrigen Substanzen), betrachtet aber die Ultrafilterwirkung nur fiir die 
Molekiile unterhalb M = 60 fiir gesichert. 

Die Autoren allerdings beenden den Abschnitt iiber die Lipoidfilter- 
theorie mit einer Reihe von Argumenten gegen die Vorstellung des Vor- 
kommens von permanenten, wassergefiillten “Poren, die von kleinmolcku- 
laren Verbindungen ,,unter Umgehung der Lipoidphase“ beniitzt werden 
kénnten. (Die Erklirung der nur fiir scheinbar gehaltenen Ultrafilterfunk- 
tion der Plasmahaute wird noch zu referieren sein.) Nach kurzen Abschnit- 
ten iiber die Haftdrucktheorie J. Traubes und die Nathansohnsche 
Mosaiktheorie ist als ,Adsorptionstheorie* die Vorstellung von Sché6n- 
felder besprochen, nach der bei der Diffusion gelésier Stoffe durch die 
Poren von Beggiatoa der verfiigbare Porenquerschnitt je nach der positiven 
oder negativen Adsorbierbarkeit des Stoffes an die Porenwandung ver- 
schieden groR sein soll, Die Existenz entsprechender Poren bei Beggiatoa 
wird fiir wahrscheinlich gehalten. Sie miiRten nach den entwickelten Vor- 
stellungen mit hy drophober Substanz bekleidet sein. Da Adsorption und 
Léslichkeit heute als Auswirkungen derselben zwischenmolekularen Krifte 
aufgefaRt werden, ist der U nterschied gegeniiber der urspriinglichen Lipoid- 
filtertheorie nicht grok. 
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Da alle bisher behandelten Theorien Aussagen iiber das funktionelle 
Verhalten der Plasmahiute enthalten, ist an dieser Stelle auf die bekannten 
Vorstellungen iiber ihren Bau eingegangen (Bungenberg de Jong, 
Danielli, Fre y-Wyssling u. a.). Es ergibt sich, dalt jede dieser 
Theorien geeignet erscheint, sowohl die groBen Diffusionswiderstinde fiir 
stark hydrophile und die groke Durchlassigkeit fiir lipophile Substanzen 
zu erkliren als auch eine U lirafilterwirkung verstandlich zu machen, Von 
der Permeabilitatsforschung her ist demnach eine Enischeidung fiir eine 
dieser Theorien vorerst nicht zu erwarten. 


Es folgt die Behandlung einer Reihe weiterer Theorien, die simtlich 
neue, fruchtbare Gesichtspunkte in die Diskussion gebracht haben, in ihren 
letzten Folgerungen aber aus verschiedenen Griinden nicht zu iiberzeugen 
vermoégen. Die ‘Theorie der aktivierten Permeation (Potentialschwellen- 
theorie) Daniellis ist hier erwihnt, welche den hohen Temperatur- 
koeffizienten der Permeation auf die hohe Aktivierungsenergie zuriickfiihrt. 
die zur Uberwindung der in den Grenzschichten liegenden Poientialschwelle 
notig ist, ferner der Versuch von Z w ol ins ki und Mitarbeitern, auf Grund 
des Verhiltnisses zwischen Lipoidléslichkeit und Permeiervermégen zu ent- 
scheiden. ob der Permeationswiderstand an der Phasengrenze oder in der 
Lipoidschicht liegt: die fiir diese Berechnung verfiigbaren Daten der Perme- 
abilitatsforschung werden indessen nicht fiir genau genug gehalten, um das 
Ergebnis gesichert erscheinen zu lassen. Richtungweisend diirften dagegen 
die von denselben Autoren berechneten Werte fiir die freien Energien der 
Aktivierung und die durch dieselben erméglichte Schatzung der Entropic 
der Permeationsprozesse sein. Auch die als ..P Formeabilititstheorie B ogens 
bezeichnete molekularkinetische Analyse des Permeationsvorganges. welche 
die Wirkung der zwischenmolekularen Krafte zum Gegenstand hat. ist 
anschlieBend gewiirdigt, allerdings unter Ablehnung ihrer weiteren theore- 
tischen Folgerungen. 

Als einen verhiltnismaBig dunklen Abschnitt der Permeabilitatslehre 
bezeichnen die Verfasser die Theorie der Wasserpermeabilitat. Zunichst 
stellen sie fest. da das Wasser .durchaus nicht zu den allerhydrophilsten. 
d. h., zu den am allerwenigsten lipoidléslichen Verbindungen gehort*. da 
seine relative Lipoidléslichkeit etwa der des Athylenglykol entspreche. 
Deshalb und in Anbetracht seiner geringen MolekiilgréBe ist seine Perme- 
ationsgeschwindigkeit nicht als enorm hoch aufzufassen und es .,besteht 
somit keine direkte Notwendigkeit. nach einem speziellen Permeations- 
mechanismus eben fiir das Wasser zu suchen“. Doch wird anschlieBend ge- 
zeigt, daf fiir das Wasser Diffusion und Filtration nebeneinander als 
Durdhtrittsmechanismen méglich sind. Auch die Frage der Lokalisation des 
Permeationswiderstandes ist fiir das Wasser gesondert zu_ betrachien: 
H6fler vor allem nimmt einen wesentlichen Teil des Widerstandes im 
Binnenplasma an. Fiir die Vergleichbarkeit mit den Konstanten der Perme- 
ation geléster Stoffe bereitet es  groRe Schwierigkeiten, da® die Permeations- 
geschwindigkeit des Wassers als einzige nicht ohne weiteres auf das Kon- 
zentrationsgefille des permeierenden Stoffes bezogen werden kann: beson- 
ders Frey-Wyssling und Bochsler haben sich um dieses Problem 
bemiiht. Diffusionsversuche mit isotopenmarkiertem Wasser. bei denen die 
direkte Abhingigkeit vom Konzentrationsgefalle der permeierenden Sub- 
stanz gegeben ist. fiihren wiederum zu Werten, die von den osmotisch be- 
stimmten stark abweichen: eine endgiiltige Entscheidung iiber die verschie- 
denen Erklarungen dieser Differenz diirfte noch nicht méglich sein. — Auch 
das noch schwierigere Kapitel der Ionenpermeabilitat wird beriihrt. 

Das letzte Kapitel bringt die neue Fassung der Permeabilitatstheorie 
der Autoren. Seine skizzenhaft-knappe Darstellung, welche zu der Uber- 
zeugungskraft dieser Ausfiihrungen wesentlich beitragt. vermag darauf 
aufzubauen, daf das Fiir und Wider der bestehenden Theorien vorher 
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schon abgehandelt wurde. Voraus wird die grofe Einheitlichkeit der Perme- 
abilitatseigenschaften im Pflanzen- und Tierreich betont; neben ihr treten 
die zwischen verschiedenen Objekten gefundenen Unterschiede in ihrer 
Bedeutung zunachst zuriick. Das erste grofe Anliegen ist die abdichtende 
Wirkung “der Plasmagrenzflachen. Die abdichtende Schicht kann nur eine 
Lipoid- oder Lipoproteidschicht sein, da polare Bausteine, wie Proteine. 
allein in wariger Umgebung eine derart dichte Packung nicht zu bilden 
vermoégen. Nur eine Lipoidschicht, in der keine starken lateralen Bindun- 
gen vorliegen, bleibt unter diesen Verhaltnissen dicht und zugleich dehnbar. 
wie eben die Plasmahaut. Folgende Faktoren werden als entscheidend fiir 
die isolierende Wirkung der Grenzschichten bezeichnet: 1. die Dicke der 
Plasmahaut, 2. die Herabsetzung der Zahl der permeierenden Molekiile in 
derselben, 3. die Erniedrigung der Wanderungsgeschwindigkeit der Dios- 
motika in der Grenzschicht. Die Zahl der permeierenden Molekiile in der 
Grenzschicht (Fall 2) wird erniedrigt: a) durch Herabseizung des gesamiten 
Querschnittareals der Diffusionswege, etwa durch das Vorhandensein 
groRer, undurchdringlicher Strukturelemenie wie Proteinmolekiile, b) durch 
Erniedrigung der Konzentration der permeierenden Substanz infolge der 
Hydrophobie der Lipoide. Die Wanderungsgeschwindigkeit (3) wird durch 
die hohe Viskositat der Plasmahautlipoide herabgesetzt. Die Gesamtwirkung 
entspricht dem Produkt der Teilwirkungen; daher kann schon eine sehr 
diinne Lipoidschicht die Diffusion hydrophiler Stoffe stark hemmen. 

Die weiteren Ausfiihrungen betreffen den Mechanismus des Durchtrittes. 
Die Auffassung der Permeation als Diffusion im gelésten Zustand lat sich 
nicht mehr wirtlich aufrecht erhalten, weil die " Struktur der Lipoide in 
den Plasmahauten mit der im Innern einer dicken Olschicht nur begrenzt 
vergleichbar ist. Gegen die Vorstellung des ,Hindurchlésens“ spricht vor 
allem die schon erwahnte Ultrafilterwirkung der Plasmahaut, der nicht 
unbedingt eine Ultrafilterstruktur entsprechen mu. Die Lehre von der 
Diffusion in anisotropen, fest-fliissigen Medien ist noch wenig bearbeitet. 
im Falle der Plasmahiute ist auferdem weder die chemische_Zusammen- 
setzung noch die physikalische Siruktur des Mediums genau bekannt. Den- 
noch versuchen die Verfasser zu zeigen, wie die scheinbare Ultrafilter- 
wirkung zustande kommen kann: sie bezeichnen sie als scheinbar, weil sie 
léslichkeitsbedingt ist. Ein Molekiil eines der iiblichen Diosmotika, zumeist 
sind es Verbindungen mit einer oder mehreren polaren Gruppen, wird sich 
im Scheidetrichter in Olivenél verhaltnismafig leicht. d. h. ohne gréRere 
Umordnung der Olstruktur, zwischen die Olmolekiile derart einordnen 
kénnen, daf der erreichte Zustand dem Minimum an freier Energie ent- 
spricht. Die Hydratationshiille der iibertretenden Molekiile wird gegen eine 
organische Solvathiille ausgetauscht, die polaren Gruppen des gelésten 
Molekiils werden in der Nahe des Estersauerstoffes zu liegen kommen, ihre 
apolaren Teile richten sich nach der quasi-kristallinen Ordnung der Paraffin- 
ketten. Auch gréRere Molekiile mit mehreren polaren Gruppen werden sich 
dank der verhaltnismafig grofen Freiheit der Olmolekiile einfiigen kénnen. 
Im Falle der Plasmahaut werden sich die kleineren eintretenden Molekiile 
ebenfalls ohne gréfere Umgestaltung der Grenzschichtstruktur einpassen. 
Fiir die gréReren wird eine vollstandige Solvatation, die der niedrigsten 
Stufe der freien Energie entspriache, nicht erreichbar sein, was sich in einer 
Herabsetzung des Verteilungskoeffizienten auswirkt; schon so kann allein 
durch die Anisotropie der Hautschicht eine Ultrafilterwirkung vorgetauscht 
werden. Auch der Raumbedarf der Molekiile beeinfluRt die Léslichkeit in 
der Plasmahaut, wie aus Modellversuchen mit expandierten und kompri- 
mierten Oberflichenfilmen zu folgern ist. Am Beispiel des tertiaren Buta- 
nols wird an Hand schematischer Zeichnungen demonstriert. daf seine 
Aufnahme mit tiefgreifenden Stérungen der Lipoidschicht verbunden sein 
muf, weil sein Molekiil sperrig und wesentlich dicker und kiirzer ist als 
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die Fettsiureketten der Plasmahaut. Der Energieaufwand fiir seine Auf- 
nahme muf wesentlich gréRer sein als etwa fiir die des schmalen, stab- 
formigen Molekiils des primaren Butanols. Weiter wird ausgefiihrt, da® 
die Bewegungen der permeierenden Molekiile in der anisotropen [.ipoid- 
schicht beschrankter und richtungsabhangiger ausfallen miissen als in vitro, 
wozu noch die Behinderung durch den Raumbedarf der zu seitlicher Ver- 
schiebung gezwungenen Lipoidmolekiile kommt. Kleinere Molekiile sind 
auch diesbeziiglich in der anisotropen Schicht weniger behindert. Tatsiichlich 
ist nach Wartiovaara der Temperaturkoeffizient der Permeation fiir 
kleinere Molekiile kleiner als fiir gréBere. Weiter wird die Méglichkeit 
diskutiert, daf Molekiile durch die Hautschichten in schrittweisen Dreh- 
bewegungen fortschreiten, wobei vor allem auf die schwer deutbaren Ver- 
haltnisse der Permeiergeschwindigkeiten des Harnstoffs und seiner Derivate 
eingegangen wird. SchlieBlich wird noch auf die Méglichkeit der thermo- 
dynamischen Betrachtung der Permeationsvorgange verwiesen. 

Abgesehen von dem wichtigen fachlichen Inhalt empfingt der Leser den 
starksten Eindruck von der absoluten Bereitwilligkeit der Autoren, sich 
von allen Theorien der Vergangenheit zu lésen, wenn es sein miifte, auch 
von der Lipoidfiltertheorie, um véllig objektiv die Theorie der Permeabili- 
tat darzustellen. Die heute gedeuteten Sachverhalte sind indes immer noch 
dieselben, welche der Lipoidfiltertheorie seinerzeit zugrunde gelegt wurden: 
nur treten an die Stelle der mehr sinnbildlichen Erklarungen der Ver- 
gangenheit die exakteren physiko-chemischen Vorstellungen der Gegenwart. 
Mit anderen Worten: die neue Theorie bedeutet nicht die Aufgabe von 
Collanders Lebenswerk, sondern seine Krénung. 


L. Hofmeister (Wien) 
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